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Resumen

PRODUCCION DE OCRATOXINA A EN LAS PRINCIPALES ESPECIES DE 
Aspergillus SECCIÔN CIRCUMDATI. ESTUDIO DE LOS GENES IMPLICADOS, 
MÉTODOS DE DETECCIÔN Y CONTROL
La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina ampliamente distribuida con 
propiedades nefrotôxicas, inmunotôxicas, genotôxicas y teratogénicas y ha sido 
clasificada por la Agenda Internacional de Investigaciôn en el Cancer (lARC) como 
un posible carcinôgeno en humanos. Actualmente, se conocen una g ran varied ad de 
sustratos susceptibles de ser contaminados por esta toxina como cereal es y 
derivados, uvas y derivados, café, cacao y chocolate, frutos secos y especias, entre 
otros. Debido a su elevada incidencia y a los problemas que puede suponer para la 
salud humana y animal, los niveles maximos permitidos de OTA en una g ran 
variedad de productos se encuentran regulados por la Uniôn Europea. La primera 
especie productora de OTA descrita fue Aspergillus ochraceus y, durante mucho 
tiempo, fue considerada la principal fuente de la toxina en productos aiimentarios en 
climas célidos. Esta especie se encuentra incluida dentro de la secciôn Circumdati, 
cuya taxonomia fue revisada recientemente, describiéndose nuevas especies con 
capacidad de producir OTA, entre las que se encuentran A. westerdijkiae y A. 
steynii. Hasta el momento, se han llevado a cabo muy pocos trabajos sobre estas 
importantes especies, por lo que esta investigaciôn se centrô en el estudio de su 
capacidad de producir OTA asi como en el desarrollo de métodos para su detecciôn 
y control.
La aplicaciôn de técnicas moiecuiares para la discriminaciôn de hongos 
toxigenos ha sustituido en g ran medida a los métodos tradicionales ya que la 
diferenciaciôn entre especies muy prôximas filogenéticamente basada en caractères 
morfolôgicos y culturales es muy compleja y requiere personal muy especializado. 
Por todo esto, se han desarrollado protocoles de PCR para la discriminaciôn de las 
principales especies productoras de OTA de la secciôn Circumdati: A. westerdijkiae, 
A. steynii y A. ochraceus. Los cebadores especificos se diseharon a partir de 
alineamientos de la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 y su especificidad se probô utilizando 
DNA de una g ran variedad de cepas fûngicas. Estas regiones hipervariables se 
encuentran en un elevado numéro de copias lo que aumenta considerablemente la 
sensibilidad del método. Se ha comprobado que esta herramienta puede ser muy 
util para la discriminaciôn de las principales especies productoras de OTA. Ademas, 
se ha puesto de manifiesto la necesidad de reclasificar los aislamientos de A. 
ochraceus identificados previamente a la descripciôn de las nuevas especies.
La detecciôn temprana de especies productoras de OTA es imprescindible para 
evitar que la toxina entre en la cadena alimentaria. En este sentido, las técnicas 
moiecuiares ofrecen la ventaja de reducir considerablemente el tiempo del analisis 
con respecto a los laboriosos métodos tradicionales. Por tanto, los protocolos de PCR 
especificos disenados para A. westerdijkiae, A. steynii y A. ochraceus se aplicaron 
para la detecciôn de estas especies en dos matrices alimentarias muestreadas segûn 
la normativa vigente. Las muestras de harina de cebada recogidas presentaron un 
mayor porcentaje de contaminaciôn por las especies de estudio (53%) frente a las 
muestras de pimentôn (18%). Mientras que A. steynii y A. ochraceus se détectaron 
en los dos sustratos, A. westerdijkiae sôlo se encontrô en muestras de pimentôn.
Distintos autores han sehalado que si los niveles de contaminaciôn fùngica 
superan un determinado umbral en un alimento, probablemente, la concentraciôn 
de OTA en el mismo exceda los limites légales. Por esto, se desarrollô un ensayo de 
PCR a tiempo real que permitiera cuantificar los niveles de A. ochraceus y A. 
westerdijkiae en dos matrices alimentarias frecuentemente contaminadas por ellas, 
uvas y café verde. El ensayo disehado utiliza SYBR Green I como sistema de 
detecciôn y esta altamente optimizado para la detecciôn de las dos especies. 
Ademas, este protocole se aplicô para la detecciôn de A. ochraceus y A. 
westerdijkiae directamente en uvas y café verde contaminados artificialmente. De 
esta manera, se comprobô que el método es aplicable para la cuantificaciôn de 
estos hongos porque los niveles de detecciôn eran proporcionales a la concentraciôn 
de esporas utilizada en la inoculaciôn y la sehal se incrementaba segun lo hacia el 
tiempo de incubaciôn de las muestras.
Desde la descripciôn de nuevas especies incluidas en la secciôn Circumdati, 
varios autores han sehalado que A. westerdijkiae, A. steynii y A. ochraceus son las 
principales productoras de OTA pero no han precisado cual es su capacidad relativa 
de producciôn. En este trabajo, se ha determinado su contribuciôn al contenido de 
OTA en productos aiimentarios. Los resultados indican que A. ochraceus no es la 
principal especie productora de la secciôn, como tradicionalmente se pensaba, ya 
que los niveles de OTA producidos eran muy bajos y ünicamente un 14% de las 
cepas eran ca paces de formar la toxina. Las especies mas relevantes son A. 
westerdijkiae, con un 75% de cepas productoras y niveles de concentraciôn de OTA 
100 veces superiores a los de A. ochraceus y, principalmente, A. steynii con un 90% 
de cepas productoras y niveles 1000 veces superiores.
La temperatura, la actividad de agua (a^) y la composiciôn del sustrato son 
très de los factores mas déterminantes del crecimiento füngico y de la producciôn
de micotoxinas. Los medios basados en matrices alimentarias nos dan una idea 
aproximada de cômo se comportanan los hongos desarrollandose en ese sustrato. 
Por esto, se determinô el efecto de la temperatura (20, 24 y 28 °C) y la a^ (0,92, 
0,96, 0,99) sobre el crecimiento y la producciôn de OTA de A. westerdijkiae y A. 
steynii en medios preparados a partir de extractos de pimentôn, café verde, cebada, 
uvas, anis y mai'z. Los resultados obtenidos muestran como las dos especies son 
ca paces de crecer en las condiciones de temperatura y a« ensayadas, no habiendo 
diferencia en los distintos sustratos. Sin embargo, el crecimiento aumentô 
significativamente con la temperatura y disminuyô al nivel mas bajo de a^ tanto en 
A. westerdijkiae como en A. steynii. Ademas hay que destacar que, aunque los 
perfiles fueron similares en ambas especies, A. westerdijkiae alcanzô mayor 
crecimiento tras 10 dias de incubaciôn que A. steynii en todos los casos. La 
capacidad de producir OTA en las dos especies se vio afectada por los très factores 
estudiados: temperatura, a^ y sustrato. En este caso, los resultados obtenidos 
fueron muy diferentes en las dos especies ya que A. steynii mostrô una mayor 
capacidad de producciôn y en un rango mas amplio de condiciones. De manera 
general, la producciôn de toxina aumentô a mayor temperatura y a^ en ambas 
especies, siendo en los medios preparados a base de cebada y pimentôn donde se 
obtuvieron los niveles mas altos de concentraciôn de OTA. Ünicamente A. steynii fue 
capaz de formar la toxina en el medio preparado a partir de uvas aunque en muy 
baja cantidad. Por tanto, la presencia de estas especies en alguna de estas matrices 
alimentarias debe ten erse muy en cuenta para evitar su contaminaciôn con OTA.
El conocimiento de los genes implicados en la ruta de sintesis de OTA en el 
género Aspergillus es muy limitado. Por tanto, el siguiente objetivo se centrô en la 
identîficaciôn y caracterizaciôn de genes implicados en la biosmtesis de OTA en A. 
westerdijkiae y A. steynii. En primer lugar, se demostrô mediante ensayos 
especificos de PCR que los genes pks y p450-B03 que habian sido descritos como 
implicados en la sintesis de OTA no se correspondian con A. ochraceus sino con A. 
westerdijkiae. Ademas se analizô la expresiôn de todos ellos mediante RT-PCR a 
tiempo real y se comprobô que los genes tenian perfiles de expresiôn semejantes a 
lo largo del tiempo en las cepas productoras de OTA. Asimismo, partiendo de una 
secuencia parcial del gen p450-B03 de A. westerdijkiae y utilizando la técnica 5'- 
RACE, se caracterizô la secuencia compléta de un gen p450 en A. steynii de 1436 pb 
y con una identidad del 80% con el mencionado p450-B03. La expresiôn de este 
gen se analizô mediante RT-PCR a tiempo real y los resultados obtenidos mostraron 
que si podria estar implicado en la biosintesis de OTA. Las cepas que no pueden 
producir la toxina no expresaron el gen en ninguno de los casos, mientras que en
las cepas productoras sus niveles de transcripcion fueron muy elevados y se 
relacionaban con la concentraciôn de toxina extracelular.
Los fungicides quimicos son, hasta el momento, el método mas utilizado para el 
control del crecimiento füngico. Sin embargo, los problemas que puede suponer su 
uso tanto para la salud humana como para el medio ambiente, han provocado la 
büsqueda de nuevos métodos de control. El control biolôgico utilizando 
microorganismos antagônicos ha sido propuesto como una buena alternative a estos 
productos quimicos; entre los posibles agentes, este trabajo se centrô en la 
selecciôn de una cepa de levadura antagonista frente a A. westerdijkiae. Los 
mejores resultados se obtuvieron con Debaryomyces hansenii CYC 1244 que fue 
capaz no sôlo de reducir el crecimiento del hongo en un variado rango de 
condiciones, sino también de disminuir la concentraciôn de OTA en medio CYA hasta 
niveles por debajo de los détectables. Una vez seleccionada la cepa CYC 1244 de D. 
hansenii, se estudiaron los mecanismos implicados en la reducciôn de la OTA 
extracelular producida por A. westerdijkiae debida a la presencia de la levadura. De 
los mecanismos estudiados: reducciôn de la sintesis de toxina por parte del hongo, 
adsorciôn a la pared de la levadura, absorciôn al interior celular o degradaciôn de la 
OTA producida, dos de ellos se mostraron como los mas probablemente implicados. 
Por un lado, A. westerdijkiae disminuyô la producciôn de toxina ya que los genes 
implicados en la producciôn de OTA, pks y p450-B03, se expresaban a niveles 
mucho men ores cuando estaba présente la levadura. Por otro lado, D. hansenii CYC 
1244 fue capaz de adsorber la toxina a su pared celular y eliminar la OTA de los 
extractos incluso cuando las células no eran viables.
Por tanto, en esta tesis se han desarrollado protocolos moiecuiares para un 
diagnôstico rapido y especifico de las principales especies de Aspergilius secciôn 
Circumdati productoras de OTA, que pueden ser aplicados para su detecciôn 
directamente en matrices alimentarias. Ademas se ha dilucidado la capacidad 
productora de OTA de estas especies, demostrando la importancia de A. 
westerdijkiae y A. steynii debido a que pueden producir mayores niveles de toxina y 
en unas condiciones muy amplias. Asimismo, se han caracterizado distintos genes 
implicados en la sintesis de OTA. Por ültimo, se ha desarrollado un novedoso 
método para el control de A. westerdijkiae y se ha visto que D. hansenii CYC 1244 
podria ser utilizada también para la destoxificaciôn de los alimentos debido a su 
capacidad de adsorber la OTA a su pared.
Abstract

OCHRATOXIN A PRODUCTION BY THE MAIN SPECIES OF Aspergillus 
SECTION CIRCUMDATI. STUDY OF BIOSYNTHETIC GENES, DETECTION AND 
CONTROL METHODS.
Ochratoxin A (OTA) is a widespread mycotoxin with nephrotoxic, immunotoxic, 
genotoxic and teratogenic properties and it has been classified as a possible human 
carcinogen by the International Agency for Research on Cancer (lARC). Different 
substrates are susceptible to OTA contamination such as cereals and cereal 
products, grapes and derivatives, coffee, cocoa and chocolate, nuts and spices, 
among others. Due to its high incidence and its toxic properties towards both 
humans and animals, the maximum OTA levels in a variety of products are 
regulated by the European Union. The first OTA-producing species described was 
Aspergillus ochraceus and, for a long time, it was considered as the main source of 
OTA contamination in warm climates. This species is included in section Circumdati, 
whose taxonomy has been recently revised and new species capable of producing 
OTA have been described, including A. westerdijkiae and A. steynii. There are few 
published works about these important species so far; therefore this research was 
focused on the study of their ability to produce OTA and the development of 
detection and control methods.
The use of molecular techniques to identify toxigenic fungi is replacing 
traditional methods because the discrimination of phylogenetically closely related 
species based on morphological and cultural characters is often very complex and 
requires expert taxonomists. Hence, we have developed specific PCR protocols for 
the discrimination of the main OTA-producing species included in section 
Circumdati: A. westerdijkiae, A. steynii and A. ochraceus. Specific primer sets were 
designed on the basis of sequence alignments of the ITS1-5.8S-ITS2 region. Their 
specificity was tested using genomic DNA from a wide number of fungal strains. The 
use of these multicopy and hypervariable regions increased the sensitivity of the 
assay. In this work, we have proven that reclassification of A. ochraceus isolates 
identified before the description of the new species is required.
Early detection of OTA-producing species is essential to prevent that the toxin 
enters the food chain. Molecular techniques provide an advantage in order to reduce 
the time of analysis compared to traditional methods. Therefore, the specific PCR 
protocols for A. westerdijkiae, A. steynii and A. ochraceus were applied to detect 
these species in two food matrices sampled according to current regulations. The 
barley flour samples analyzed showed a higher percentage of contamination by 
these species (53%) compared to paprika samples (18%). Whereas A. steynii and
A. ochraceus were found in both substrates, A. westerdijkiae was only detected on 
paprika samples. These results suggest a risk of OTA contamination in these 
matrices.
Several authors have pointed out that if fungal contamination exceeds certain 
levels in one product, the concentration of OTA probably will be above the legal 
limits. Therefore, we developed a real time PCR assay that allows the quantification 
of A. ochraceus and A. westerdijkiae in two food matrices, grapes and green coffee 
beans. This assay was based on SYBR Green I chemistry and it was highly optimized 
for the detection of both species. The protocol was directly applied for A. ochraceus 
and A. westerdijkiae detection in artificially contaminated grapes and green coffee 
beans. Moreover, this method could be applicable for fungal quantification since the 
detection levels were proportional to the spore concentration used in the inoculation 
and the signal was increased with the incubation time of samples.
Since the description of new species in Aspergillus section Circumdati, 
A. westerdijkiae, A. steynii and A. ochraceus were considered the main OTA 
producers although their production ability has not been previously demonstrated. 
In this work, the relative contribution of these species to OTA risk in food products 
has been established. The results indicated that A. ochraceus was not the main 
producer of the section, as traditionally believed, since the levels of OTA produced 
were very low and only 14% of the strains were OTA producers. The most important 
species were A. westerdijkiae, with 75% of producing strains and OTA concentration 
levels 100 times higher than those produced by A. ochraceus, and, specially, 
A. steynii with 90% of OTA-producing strains and levels up to 1000 times higher.
Temperature, water activity (a*) and substrate are three of the most important 
factors affecting fungal growth and mycotoxin production. Matrix-based media were 
used as a good approximation to the behavior of fungi growing on that 
substrate. We determined the effects of temperature (20, 24 and 28 ° C) and a^ 
(0.92, 0.96, 0.99) on growth and OTA production by A. westerdijkiae and A. steynii 
in media prepared with extracts of paprika, green coffee, barley, grapes, anise and 
corn. Both species were able to grow at all temperatures and a^ tested and the 
substrate did not affect fungal growth. However, growth increased significantly with 
temperature and decreased at the lowest a^ tested in A. westerdijkiae and A. 
steynii. Growth profiles were similar in both species although the highest growth 
was found in A. westerdijkiae after 10 days of incubation in all conditions. The 
ability to produce OTA in both species was affected by the three factors studied: 
temperature, a^ and substrate. In this case, the results were markedly different in
both species since A. steynii showed higher production ability and in a wider set of 
conditions than A. westerdijkiae. In general, toxin production was increased at 
higher temperature and a^ in both species. The highest levels of OTA concentration 
were obtained in barley and paprika-based media. Only A. steynii was able to 
produce OTA in grape-based medium but at very low levels. Therefore, the 
prediction of OTA risk might differ depending on the substrate considered when 
contamination of A. westerdijkiae and A. steynii is detected.
The information about the genes involved in the OTA biosynthetic pathway in 
the genus Aspergillus is still scarce. Therefore, the following objective was to 
identify and to characterize genes involved in toxin biosynthesis in A. westerdijkiae 
and A. steynii. First of all, we demonstrated, using specific PCR assays for pks and 
p450-B03 genes, that the species where these two genes had been previously 
described was in fact A. westerdijkiae instead of A. ochraceus. The expression of 
these genes was analyzed by real time RT-PCR and the results showed that they 
had similar expression patterns in OTA-producing A. westerdijkiae strains 
throughout the time. Moreover, a complete sequence of a p450 gene in A. steynii 
has been characterized using 5'-RACE technique. The sequence had 1436 bp and 
presented an 80% of identity with the p450-B03 gene of A. westerdijkiae. Parallely, 
OTA production and expression of this p450 gene by real time RT-PCR were 
examined. The results indicated that this gene m ight be actually involved in OTA 
biosynthesis in A. steynii.
Currently, chemical fungicides are the most widely used method for controlling 
fungal growth. However, fungicides are known to be harmful to human health and 
environment. Biological control using antagonistic microorganisms might be a good 
alternative to chemicals. The next objective was focused on the selection of yeast 
strains with antagonistic properties towards A. westerdijkiae. The best results were 
obtained with Debaryomyces hansenii CYC 1244, which was able to reduce fungal 
growth in a wide range of conditions, and OTA concentration in CYA medium.
Once D. hansenii CYC 1244 was selected, the mechanisms involved in the 
reduction of extracellular OTA produced by A. westerdijkiae due to the presence of 
the yeast were examined. Reduction of OTA biosynthesis and adsorption to yeast 
cell wall were shown to be the most likely mechanisms involved in the decrease of 
OTA extracellular content. The contribution of absorption into the cell and 
degradation mechanisms was discarded. On one hand, the effects on OTA 
biosynthesis were deduced from the analysis of pks and p450-B03 expression by 
real time RT-PCR. On the other hand, D. hansenii CYC 1244 was able to adsorb OTA
to its cell wall removing it from the extracellular extracts even when cells were not 
viable.
In conclusion, in this thesis we have developed molecular protocols for rapid 
and specific diagnosis of the main OTA-producing species included in Aspergillus 
section Circumdati, which can be applied directly to fungal detection in food 
products. The ability of these species to produce OTA was also elucidated being A. 
westerdijkiae and A. steynii probably the most important species since they produce 
higher levels of toxin in a wide set of conditions. Additionally, several genes involved 
in OTA biosynthesis were characterized in A. westerdijkiae and A. steynii. Finally, we 
developed a novel method to control A. westerdijkiae by the yeast D. hansenii CYC 
1244. This strain might also be used to develop detoxification protocols in food on 
the basis of its cell wall ability to adsorb OTA.


1. MICOTOXINAS
La definiciôn del término micotoxina mas aceptada actualmente es la aportada 
por Pitt (1996) segûn la cual "las micotoxinas son metabolitos fûngicos cuya 
ingestion, inhalaciôn o absorciôn cutanea reduce la actividad, hace enfermar o 
causa la muerte de animales (sin excluir aves) y personas". La exposiciôn de 
cualquier tipo a estos metabolitos tôxicos causa las enfermedades denominadas 
micotoxicosis (Bennett & Klich, 2003).
Los efectos producidos por las micotoxinas en la salud humana o animal se 
pueden dividir en agudos, debidos a la ingestion de altos niveles de micotoxinas, y 
crônicos, producidos por la exposiciôn a estos compuestos en bajas dosis durante 
largos periodos de tiempo (Bennett & Klich, 2003; Bryden, 2007). La intoxicaciôn 
aguda con micotoxinas se asocia principalmente con sintomas gastrointestinales 
aunque en algunos casos también se ha relacionado con pérdida de sensibilidad en 
la piel 0 con la apariciôn de problemas neurolôgicos, llegando incluso a la muerte 
debida a fallos organicos (Pitt, 2000a). Las afecciones agudas son un problema 
importante en paises en vias de desarrollo donde las malas condiciones higiénicas y 
las caracteristicas climaticas favorables para el desarrollo fùngico suponen una 
acumulaciôn muy alta de micotoxinas en los alimentes (Wagacha & Muthomi, 2008). 
En las ultimas décadas, se han producido distintos brotes de micotoxicosis aguda 
con elevada incidencia que supusieron la muerte de cientos de personas en Africa 
(Peraica et a i, 1999; L e w i s  et al., 2005). En el caso de los pafses desarrollados, el 
mayor impacto en la salud debido a estos compuestos se debe a las intoxicaciones 
crônicas (Bryclen 2007). Se han observado diferentes efectos crônicos en animales 
y humanos asociados a las propiedades carcinôgenas, teratogénicas, mutagénicas e 
inmunosupresoras de las micotoxinas, asi como d efectos en el crecimiento y el 
desarrollo en ninos. Sin embargo, es muy dificil la confirmaciôn diagnôstica de que 
una patologia se debe real mente a una micotoxicosis debido a que es necesaria la 
detecciôn de la toxina en el alimento del que se ha ingerido y, normalmente, la 
fuente alimenta ria no esta disponible cuando el problema se reconoce 
definitivamente (Casteel & Braun, 1992).
Hay indicios de que las micotoxinas han afectado al hombre desde el momento 
en el que empezô a cultivar productos de manera controlada. Marr & Maloy (1996) 
sugieren que una de las diez plagas que afectaron a Egipto relatadas en la Biblia 
fueron debidas a una intoxicaciôn por tricotecenos que contaminaban los ce real es 
de los que se alimenta ban los primogénitos.
Sin duda, la micotoxicosis que ha producido mayor numéro de hechos 
résonantes en la historia ha sido el ergotismo, producido por la formaciôn de 
alcaloïdes ergôticos por el hongo Claviceps purpurea y asociada al consumo de 
centeno (Christensen, 1970). Existen documentes en las civilizaciones asiria, persa 
y romana en los que se describen tanto las lesiones que produce el hongo al crecer 
sobre el cereal como los efectos que su ingestion acarrea tanto en seres humanos 
como en animales (Soriano, 2007). El ergotismo fue el causante de la enfermedad 
denominada "Fuego de San Antonio" que afectô a g ran parte de la poblaciôn 
europea en la Edad Media. La patologia se denominô asi debido a la alternancia de 
una sensaciôn de frio intenso con una g ran quemazôn en las extremidades que 
culminaba en la necrosis y gangrena de las mismas (Beardail & Miller, 1994). El 
famoso caso de las brujas de Salem que se dio en Massachussets en el ano 1692 
también fue debido a la ingestion de las micotoxinas de C. purpurea concretamente 
de la dietilamida del acido lisérgico (LSD). Este compuesto es un potente 
alucinôgeno y provocô que varias decenas de personas fueran ahorcadas al 
confundir sus sintomas con comportamientos propios de hechiceros (Soriano, 
2007X
En los primeros anos de la segunda guerra mundial, cientos de personas 
murieron por una afecciôn del sistema nervioso central. Esta enfermedad, 
denominada Aleukia Toxica Alimenta ria, se achaco al consumo de cereal es 
contaminados por hongos y, en estudios posteriores, se demostrô que se debia a la 
presencia de tricotecenos producidos por Fusarium sporotrichioides en los granos 
(RKhard, 2007).
A pesar de todos estos acontecimientos, el interés por las micotoxinas y las 
micotoxicosis no sena importante hasta la década de los 60 cuando se produjo la 
muerte de mas de cien mil pavos en distintas granjas en Inglaterra. El estudio de 
esta enfermedad llevô a la identificaciôn de las afiatoxinas como agente causal de la 
misma (Asao et al., 1953) y, posteriormente, a la confirmaciôn de sus efectos 
cancengenos (Dickens & Jones, 1963).
No existe un consenso entre los investigadores sobre como clasificar las 
micotoxinas y existen distintos criterios que dependen de la formaciôn de la persona 
que hace la categorizaciôn (Bennet & Klich, 2003). De esta manera tenemos, entre 
otras, clasificaciones basadas en los hongos que las producen, su estructura 
quimica, el ôrgano al que afectan o los efectos tôxicos que producen sobre las 
células.
Las principales especies micotoxigenas se agrupan dentro de los géneros 
Aspergillus, Pénicillium y Fusarium (Creppy, 2002). A pesar de que se han 
caracterizado mas de 300 micotoxinas, los investigadores han centrado sus estudios 
en aquellas que afectan a la salud humana o al ganado. Por tanto, actualmente las 
afiatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, fumonisinas y zearalenona son consideradas 
las principales micotoxinas (Hussein & Brasel, 2001). En la tabla 1.1, se muestran 
los principales tipos de toxinas, los productores mas importantes, asi como las 
caracteristicas toxicologicas de las mismas.
Micotoxina Tipos Productor Efectos crônicos Ôrgano
Afiatoxinas B l, 82, G l, G2 Aspergillus
Cancer, teratogénesis, 
mutagenesis, inmunosupresiôn Higado
Ocratoxinas OTA AspergillusPénicillium
Cancer, teratogénesis, 
inmunosupresiôn Rinôn
Tricotecenos DON,T-2 Fusarium
Teratogénesis,
inmunosupresiôn
Piel y 
mucosas
Fumonisinas 81 Fusarium Cancer, inmunosupresiôn Esôfago
Zearalenona - Fusarium Inmunosupresiôn Sistema re productor
Tabla 1.1. Principales micotoxinas. Se muestran los principales tipos de cada una de ellas, en 
que genero se encuentran las principales especies productoras, asi como los efectos crônicos 
que producen y el principal ôrgano al que afectan. DON: Deoxinivalenol, OTA: ocratoxina A, T- 
2: Toxina T-2 ' B r v d e n ,  2 0 0 7 ) .
El Sistema de Alerta Rapida para Alimentes y Piensos (RASFF) se creô en el ano 
1979, pero no fue hasta 2002 con la aprobaciôn de la Ley General de Alimentes 
(Comisiôn Europea 2002a) cuando alcanzô una g ran importancia en el contexte 
europeo gracias a la creaciôn de la Autoridad Europea de Seguridad Alimenta ria 
(EFSA). El RASFF permite el contacte entre los mas de treinta paises europeos 
participantes, de manera que todos puedan reaccionar con rapidez ante una alerta 
alimenta ria notificada por alguna de las autoridades de la Uniôn Europea. La 
informaciôn transmitida a través de esta red comprende distintos niveles: 
notificaciones de alertas cuando es necesario tomar acciones inmediatas debido a 
que el producto esta en el mercado y notificaciones de informaciôn cuando el 
producto no esta aün en el mercado. Recientemente, se ha publicado el ultimo 
informe anual del RASFF correspondiente a 2009 (RASFF, 2010) en el que se puede
comprobar que las micotoxinas supusieron el m ayor numéro de alertas alim entarias 
que se distribuyeron a través de los paises que constituyen la red (figura 1.1). En 
este informe se senala que las 665 alertas alim entarias debido a la contaminaciôn 
de alimentes por micotoxinas estuvieron debidas ünicamente a cuatro tipos de ellas: 
afiatoxinas, OTA, DON y fumonisinas. Ademas, la informaciôn relativa a los 
productos que no entran en la Uniôn Europea al ser rechazados en los contrôles 
fronterizos también es distribuida por el RASFF a todos los intégrantes de la red. En 
el u ltim o informe anual publicado (RASFF, 2010) se adjudica un 36% de estos 
rechazos a niveles de contaminaciôn por m icotoxinas que superan los lim ites légales 
en los alimentos.
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F i g u r a  1 . 1 .  Distribuciôn de las notificaciones de alertas alimentarias que se 
distribuyeron a través del RASFF en el ano 2009 (RASFF 2010). En la secciôn 
OTROS del diagrama se agrupan 18 clases de notificaciones diferentes, ninguna 
de las cuales supera el 4,5% del total.
Se han realizado numerosos estudios que demuestran que las m icotoxinas 
suponen significatives pérdidas econômicas y un im portante nesgo para la salud 
humana y animal no sôlo en paises en vias de desarrollo, sino también en los paises 
desarrollados (Zain, 2010). Se estima que entre el 25 y el 50 % de los cultivos 
mondiales estan contaminados con m icotoxinas (Dohiman, 2003) y que ünicamente 
en EEUU las perdidas asociadas a la presencia de éstas ascienden a mas de mil 
millones de dôlares cada ano (CAST, 2003).
Por todo esto, actualmente mas de cien paises distribuidos por todo el mundo 
han regulado los niveles maximos de m icotoxinas que se pueden encontrar en una 
gran variedad de productos destinados al consumo (Van Egmond et al., 2007). Con
el fin de red u d r  los niveles de micotoxinas en la cadena alimentaria, la Union 
Europea habia legislado los niveles maximos de algunas de ellas pero de una forma 
poco restrictiva y bastante dispersa (Comisiôn europea, 2001; Comisiôn Europea, 
2002b; Comisiôn Europea, 2004; Comisiôn Europea, 2005a). Sin embargo, en 2006 
restringiô de manera importante y en un ünico reglamento los niveles maximos de 
micotoxinas en los alimentos destinados al consumo humano (Comisiôn Europea, 
2006b). Posteriormente, el aumento de los estudios sobre micotoxinas y la 
incorporaciôn de nuevos paises a la Uniôn Europea, han hecho que la Comisiôn haya 
aumentado el rango de productos donde se aplica la legislaciôn y variado los niveles 
maximos permitidos (Comisiôn Europea, 2007; Comisiôn Europea, 2010a; Comisiôn 
Europea, 2010b). Por otro lado, la Uniôn Europea también ha regulado los métodos 
de muestreo y los protocol os que deben aplicarse para el analisis de micotoxinas en 
alimentos (Comisiôn Europea, 2006a; Comisiôn Europea, 2010c).
2. OCRATOXINA A
2.1.- Estructura Y Propiedades rsico -Ouîmicas
Segün la Uniôn Internacional de Quimica Pura y Aplicada, la ocratoxina A (OTA) 
es un pentaquétido ciclico compuesto por una porciôn de dihidroisocumarina clorada 
ligada a una B-fenilalanina (lUPAC, 1992). Su estructura quimica se muestra en la 
figura 1.2. La ocratoxina B (0TB) es el derivado no dorado de la OTA (Steyn, 1995) 
y, a pesar de su similitud estructural, posee una toxicidad significativamente menor 
(Mally et al ., 2005).
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Figura 1.2. Estructura quimica de la ocratoxina A. En el esquema se 
indica la posiciôn de las partes principales de la molécula.
Las enzimas de la familia de las carboxipeptidasas son capaces de degradar la 
OTA liberando fenilaianina y un derivado dihidroisocumarmico no toxico denominado 
ocratoxina-o (OT-o) (Pitout & Nel, 1969; Bruinink et al., 1998). Estas enzimas son 
producidas por la mayor parte de los microorganismos que se encuentran en el 
estomago de los rumiantes, por lo que los efectos tôxicos de la OTA en estos 
animales se han descrito muy raramente (Marquardt & Frohlich, 1992; Battacone et 
aA,2010).
La OTA es una molécula muy estable y puede resistir los tratamientos a altas 
temperaturas. Se ha visto que esta toxina no se dégrada a las condiciones normales 
utilizadas en la pasteurizaciôn, e incluso con tratamientos a 250 °C la eliminaciôn de 
la toxina no es compléta (Boudra et al., 1995). Esto hace que una vez que la OTA 
entra en la cadena alimentaria sea muy dificil de eliminar.
2.2.- Efectos tôxicos de la ocratoxina A
El principal ôrgano diana de la OTA en los mamiferos es el rihôn ya que es 
capaz de afectar a sus células al inducir un defecto en el transporte de aniones 
(Steyn, 1995). Esta toxina parece ser el agente causal de una enfermedad renal que 
ha ocurrido desde hace mas de medio siglo en regiones rurales de Bulgaria, la 
antigua Yugoslavia y Rumania, que se conoce con el nombre de Nefropati'a 
Endémica de los Balcanes (BEN) (Stoev, 1998). Esta patologia suele conllevar al 
fa Ho renal y esta asociada al desarrollo de tumores del tracto urinario en los 
pacientes que la sufren (Tatu et ai., 1998; Ignjatovic et a i.  2004). A pesar de que 
algunos autores aun piensan que la OTA no esta implicada en la BEN, es un hecho 
que practicamente todas las personas afectadas presentan elevados niveles de 
toxina tanto en sangre como en orina (Casregnaro et ai., 2006). Otra evidencia de 
que no hay otros implicados en el desarrollo de la BEN es la similitud en los 
sintomas de esta patologia con la nefropatia porcina inducida por OTA que se ha 
encontrado en diverses pai'ses europeos (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). 
Ademas, estudios recientes demuestran que la OTA parece ser la principal causa de 
la nefropatia intersticial crônica que afecta a gran parte de la poblaciôn de Tunez y 
que tiene unos sintomas similares a la BEN (Hassen et al., 2004; Zaied et al., 
2010^
Los efectos carcinôgenos de la OTA han sido ampliamente probados en animales 
de experimentaciôn (Huff, 1991; Boorman et al., 1992; Rached et al., 2007). 
Distintos estudios han asociado la OTA no sôlo con tumores renales sino también de 
glandula mamaria, higado y testiculos (Clark & Snedeker, 2006). En 1993, la
Agenda Internadonal de Investigadôn en el Cancer (lARC) realizô un estudio 
exhaustivo donde recogiô todas las evidencias expérimentales sobre las propiedades 
toxicologicas de la OTA y la clasifico como un posible carcinôgeno en humanos 
(grupo 2B) (lARC, 1993).
La OTA también puede afectar al sistema inmune al deprimir las defensas 
naturales incluso a muy bajas dosis (Petzinger & Wemdenbach, 2002). Por otro 
lado, la toxina présenta importantes efectos teratogénicos (Brown et al., 1976); 
puede atravesar la placenta y causar anomalias morfolôgicas y defecto s en el 
sistema nervioso central del feto (El Khoury & Atoui, 2010).
Los mecanismos de toxicidad celular de la OTA parecen deberse principalmente 
a la presencia en la molécula de un grupo lactona que, al ser estructural mente 
analogo a los sitios activos de algunas enzimas mitocondriales, es capaz de 
competir con ellas por el sustrato (Xiao et al., 1996). Por otro lado, la OTA es capaz 
de inhibir especificamente la smtesis de proteinas al afectar a la formaciôn del 
aminoacido fenilaianina (Dirheimer & Creppy, 1991). La OTA tiene ademas efectos 
tôxicos especificos en distintas células de mamiferos, destacando la capacidad de la 
toxina para inducir la apoptosis en células renales mediante distintas vias (Hussein 
6, Brasci, 2001). Otros mecanismos de toxicidad celular asociados a esta toxina son 
las alteraciones en las sehales de transducciôn y la inducciôn de estrés oxidativo 
(Sch'Iter et a/., 2005).
2.3.- Presencia de ocratoxina A en productos alimentarios
La OTA es considerada una micotoxina de distribuciôn mundial (Speijers & Van 
Egmond, 199 3). La primera vez que se detectô como un contaminante natural fue 
en una muestra de maiz a finales de los anos 60 (ShotwetI et al., 1969). A partir de 
ese momento, la presencia de la toxina se ha descrito también en otros cereales 
como cebada, trigo, sorgo, centeno, avena y arroz (Baliukoniene et al., 2003; Riba 
et à! , 2008; Zaïed et a i,  2009; Duarte et a i,  2010b) y en los productos derivados 
de los mismos como pueden ser harinas, pan, cereales para el desayuno o cerveza, 
entre otros (Biffi et a i,  2004, Araguàs et a i,  2005, Mateo et al., 2007; Zinedine et 
a/ , 2007; Kabak, 2009; Villa & Markaki, 2009).
Después de los cereales, el vino es considerado la mayor fuente de OTA de la 
dieta humana (Comisiôn Codex Alimentarius, 1999). Desde que en 1996 se 
détectara por primera vez la OTA en vinos (Zimmerli & Dick, 1996), se han llevado 
a cabo una gran variedad de estudios por todo el mundo que han demostrado 
también la presencia de la toxina en uvas y sus derivados, incluyendo mostos.
zumos, vinagre y pasas (Battilani & Pietri, 2002; Battilani et al., 2006b; Chulze et 
al., 2006; Leong et al., 2006; Varga & Kozakiewicz, 2006; Lasram et al., 2007; 
Pena et al., 2010). Ademas, se ha comprobado que el tipo de vino asi como la 
localizacion geografica donde se produce, determinan de forma importante la 
concentracion de OTA que contienen (Battilani et al., 2006b; Mateo et al., 2007; 
Valero et al., 2008).
Otro de los sustratos donde mas comunmente se ha detectado la OTA es el café
(Studer-Rohr et al., 1995; Romani et al., 2000; De Almeida et al., 2007; Coronel et 
al., 2011). Los derivados carnicos, asi como la leche y los productos lacteos también 
pueden estar contaminados con OTA (Skaug, 1999; Pietri et al., 2006; Boudra et 
al., 2007; Dall'Asta et al., 2008; Bailly & Guerre, 2009). La presencia de la toxina 
en productos carnicos y lacteos se debe, en gran medida, a la allmentacion de los 
animales con piensos producidos con materias primas contaminadas (Dall'Asta et 
al., 2009; Rosa et al., 2009).
Cada vez se conocen mas sustratos susceptibles de ser contaminados por esta 
toxina debido al aumento de los estudios de incidencia de OTA. Actualmente, otras 
importantes fuentes de la toxina en la dieta humana son las frutas y frutos secos
(iamanaka e ra /, ,  2005; Magnoli et al., 2007b; Bircan, 2009; Bouaziz et a/., 2010; 
Zinedine, 2010), cacao y chocolate (Serra, 2004; Tafun et al., 2004; Copetti et al., 
2010) o especias (Thirumala Devi et al., 2001; Fazekas et a i ,  2005; Santos et a i ,
2008). Ademas, dependiendo de los habitos alimentarios que se tengan en distintas 
regiones geograficas, la OTA puede suponer un elevado riesgo en alimentos donde 
se ha detectado en pocas ocasiones hasta el momento (Duarte et a i ,  2009). Entre 
estas matrices alimentarias se encuentran las hierbas médicinales y aromaticas 
(Santos et a i ,  2009; Espejo et a i ,  2010), regaliz (Arino et a i ,  2007; Herrera et a i ,  
2009; Pietri et a i ,  2010) o aceite de oliva y aceitunas (Papachristou & Markaki, 
2004; El Adlouni et a i ,  2006; Ferracane et a i ,  2007).
Distintas organizaciones internacionales, han evaluado la ingesta diaria de OTA 
en los dudadanos de los distintos paises europeos. En 2002, se publico el resultado 
de un proyecto SCOOP (Cooperaciôn Cienti'fica en Temas relatives a los Alimentos) 
en ei cual se tenia en cuenta tanto la incidencia de OTA en los distintos alimentos 
como la cantidad de cada uno de ellos que los consumidores tomaban diariamente 
(Miraglia & Brera, 2002). En este informe se senalaban los cereales como la 
principal fuente de OTA en la ingesta humana en once de los paises estudiados, 
mientras que en los otros dos la mayor ingesta de la toxina se debia al consumo de 
vino. Posteriormente, la Comisiôn Europea consultô a la EFSA sobre los riesgos para
la seguridad alimentaria que podia suponer el consumo de OTA y, en el informe final 
de los expertos, se reafirma la idea de que la principal fuente de OTA en la dieta en 
la poblaciôn adulta europea son los cereales (EFSA, 2006).
La ingesta semanal tolerable de OTA fue establecida en 100 ng/kg de peso 
corporal por el Comité mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JEFCA) 
(JEFCA, 2001). Sin embargo, otras organizaciones internacionales han disminuido 
los niveles diarios de OTA que se puede consumir sin poner en peligro la salud 
humana (Walker & Larsen, 2005).
2.4 .- Hongos productores de ocratoxina A
Actualmente, se conocen una gran variedad de especies incluidas en los 
géneros Aspergillus y Pénicillium que pueden formar OTA (Varga et a!., 2001; 
Barlow et al., 2008; El Khoury & Atoui, 2010) aunque las condiciones ôptimas de 
producciôn en cada una de ellas son muy diferentes (EFSA, 2006). La primera vez 
que se aislô la toxina fue a partir de un cultivo de una cepa de A. ochraceus aislada 
de cereales en Sudéfrica (Van der Merwe et al., 1965), especie por la cual tomo el 
nombre de ocratoxina. Durante mucho tiempo se considéré A. ochraceus como la 
principal especie productora de OTA en zonas con climas calidos o templados (Pitt, 
2000b). Fnsvad et al. (2004) revisaron la taxonomia de la secciôn Circumdati, 
donde se incluye A. ochraceus, y describieron nuevas especies, algunas de las 
cuales eran capaces de producir OTA, como A. westerdijkiae y A. steynii. En la 
bibliografia se pueden encontrar numerosos trabajos que demuestran la capacidad 
de producir OTA de otras especies de la secciôn como A. melieus, A. sclerotiorum, 
A. suiphureus, A. petrakii o A. elegans, entre otros (Varga et al., 1996, Bayman et 
al., 2002; Batista et al., 2003). Sin embargo, los cambios en la clasificaciôn y los 
problemas que supone la correcta identificaciôn de los aislamientos de matrices 
alimentarias, hacen dudar de la capacidad toxigena de estas especies ( Fri s va d et al., 
2006A
Otras importantes especies de Aspergillus productoras de OTA se encuentran 
clasificadas dentro de la secciôn Nigri (Varga et al., 2001). Actualmente, se 
considéra a A. carbonarius como el principal productor de OTA del grupo de los 
hongos negros debido a que todas las cepas son productoras y a su alta incidencia 
en uvas y vinos, fundamental mente en la regiôn Mediterranea (Cabanes et al., 
2002, Abarca et al., 2003; Belli et al., 2005; Battilani et al., 2006a; Belli et al.,
2006). Las especies del agregado A. niger {A. niger y A. tubingensis) también 
contribuyen de manera importante a la contaminaciôn por OTA en alimentos ya que.
aunque hay un escaso porcentaje de cepas productoras, son las especies 
contaminantes mas comunes en algunas matrices como las uvas (Chulze et al., 
2006; Guzev et al., 2006; Hocking et al., 2007). Existen otras especies incluidas en 
la secciôn Nigri que podnan producir OTA como A. lacticoffeatus, A. sclerotioniger y 
A. japonicus, pero sobre este hecho no existe un consenso entre los investigadores 
(Datcero et al., 2002; Samson et al., 2004; Visconti et al., 2008).
A parte de las especies citadas incluidas en las secciones Circumdati y Nigri, se 
ha demostrado, en contadas ocasiones, la capacidad de producir OTA por A. 
alliaceus y A. albertensis (secciôn Flavi), A. wentii (secciôn Cremei) y A. glaucus 
(secciôn Aspergillus) (Cheikovvski et al., 1987; Varga et al., 1996; Bayman et al., 
2002X
Por otro lado, dentro del género Pénicillium también se clasifican distintas 
especies ocratoxigenas (Barlow et al,, 2008). La primera vez que se detectô la 
producciôn de OTA en este género fue en P. viridicatum  (Van Walbeek et al., 1969). 
Sin embargo, los cambios en la taxonomia que se han llevado a cabo en los ültimos 
anos, han hecho que las cepas productoras de OTA se engloben ünicamente en dos 
especies, P. verrucosum y P. nordicum (Cabanes et al., 2010). La primera se 
considéra una de las principales especies productora de OTA en cereales en zonas 
con clima frio (Lund & Frisvad, 2003; Elmholt & Rasmussen, 2005) aunque 
recientemente también se ha descrito la presencia de cepas ocratoxigenas de esta 
especie en zonas de climas calidos (Bragulat et ai., 2008; Cabanas et al., 2008). P. 
nordicum no se ha detectado hasta el momento en los sustratos tfpicamente 
contaminados por P. verrucosum y, parece ser que se suele encontrar en la 
superficie de productos carnicos como por jamôn, salchichas o salami (Battilani et 
a A ,2 0 0 7 ;S o n ja k e fa F ,2 0 1 1 X
En la figura 1.3 se muestran, a modo de ejemplo, las imagenes de algunas de 
las principales especies productoras.
2.5.- Biosïntesis de ocratoxina a
La propuesta mas aceptada actualmente sobre la ruta biosintética de la OTA es 
la que publicaron Huff y Hamilton hace mas de treinta anos (Huff & Hamilton, 
1979). Estos autores proponen très etapas principales en la smtesis de OTA. En la 
primera de ellas se produce la biosïntesis del anillo isocumarfnico a partir de acetato 
y malonato, posiblemente siguiendo una ruta que implica a una enzima poliquétido 
sintasa y en la que se forma melleina como producto final. Posteriormente, la 
mellema es metilada y oxidada, formando ocratoxina 6 (OT-B) y, finalmente, un
o
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F i g u r a  1 . 3 .  Principales especies productoras de OTA. Se muestra un ejemplo de las cepas de A. 
carbonarius 325, A. niger CECT 2091, A. ochraceus CECT 2969, A. steynii 3.53, A. westerdijkiae 
CECT 2948 y P. nordicum BFE 487, cultivadas en plaças de Agar Czapek (izquierda) y Rosa de 
Bengala con cloranfenicol tras 7 dfas de incubaciôn.
àtomo de cloro es incorporado a la molécula para form ar la OT-a. 
Independientem ente, se produce la sintesis de fenilaianina mediante la ruta del 
acido siquim ico y su activaciôn mediante esterificacion. En una ultima etapa, el 
aminoacido se une a la molécula de OT-o m ediante la enzima OTA sintetasa. Este 
paso supone la formaciôn de ocratoxina C que finalm ente se hidroliza para form ar la 
molécula de OTA (Niessen et al., 2005). La OTB se forma mediante decloraciôn de la 
OTA (Huffman et al., 2010).
Un esquema de los pasos que ocurren en la smtesis de OTA asi como de la 
localizacion de los posibles puntos de actuaciôn de las enzimas se muestra en la 
figura 1.4. Los distintos estudios sobre la ruta de sintesis de OTA indican que la 
formaciôn del anillo isocumarinico y la metilaciôn de la melleina se deben llevar a 
cabo por una enzima poliquétido sintasa (PKS) (Geisen & Schmidt-Heydt, 2009). 
Asimismo, se postula la implicaciôn de una enzima del tipo de las citocromo p450 
monooxigenasas (P450) que oxidaria la melleina y de una cloroperoxidasa (CPO) 
que incorpora ria el étomo de cloro a la OT-6 (Huffman et al., 2010). La enzima que 
Huff & Hamilton (1979) denominaron OTA sintetasa y que séria la responsable de 
unir la OT-o con la fenilaianina debe corresponderse probablemente con una 
sintetasa de péptidos no ribosomales (NRPS) (Geisen & Schmidt-Heydt, 2009).
Los genes que estan implicados en la biosintesis de metabolitos secundarios 
fûngicos, como las micotoxinas, suelen estar formando agrupaciones o clusters 
(Keller & Hohn, 1997). De esta manera se ha comprobado que los genes asociados 
con la sintesis de fumonisinas, afiatoxinas y tricotecenos, entre otros, se encuentran 
agrupados en la misma regiôn del genoma (Vu et al., 2004; Desjardins & Proctor, 
2007). En el caso de los genes implicados en la producciôn de OTA en P. nordicum, 
se ha observado que existen dos agrupaciones génicas diferentes. En un primer 
momento, se encontrô una regiôn de 10 kb donde se encontraban très genes que 
codificaban para una enzima PKS, una NRPS y una alcalin serin proteasa; los niveles 
de expresiôn de los dos primeros se relacionaban con la sintesis de toxina 
(Karolewiez & Geisen, 2005). Posteriormente, los mismos autores describieron otra 
agrupaciôn de 4,3 kb en la que se encontraba un gen que codificaba para una 
enzima del tipo CPO y otro que codificaba para un transportador que séria el 
encargado de expulser la OTA al exterior celular (Geisen et al., 2006). Por otro lado, 
estos autores han estudiado los genes implicados en la sintesis de OTA en P. 
verrucosum, una especie muy relacionada filogenéticamente con P. nordicum, 
donde no han encontrado la presencia de estas mismas agrupaciones génicas 
aunque si han descrito otros genes con similares funciones (Bogs et al.. 2006; 
Schmidt-Heydt et al., 2008b).
El estudio de los genes implicados en la sintesis de OTA en el género Aspergillus 
esta mucho menos avanzado que en Pénicillium. O'Callaghan et al. (2003) 
publicaron la secuencia compléta de un gen que codificaba para una PKS en A. 
ochraceus claramente implicado en la ruta de sintesis de la toxina ya que los 
mutantes con el gen interrumpido son incapaces de producir OTA.
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Figura 1.4. Esquema de la ruta de smtesis de OTA propuesta por Huff & Hamilton (1979). Se 
indican los compuestos que se van obteniendo en cada uno de los pasos asi como las posibles 
enzimas que podnan intervenir. PKS: poliquétido sintasa. P450: citocromo p450 monooxigenasa. 
CPO: cloroperoxidasa. NRPS: sintetasa de péptidos no ribosomales.
Posteriormente, los mismos autores describieron otro gen, p450-B03, que codificaba 
para una enzima P450 cuyos niveles de expresiôn se correlacionaban con los niveles 
de toxina (O'Callaghan et al., 2006). En estudios llevados a cabo en nuestro grupo 
en colaboraciôn con la Universidad de Cork, se ha visto que los genes pks y p450- 
B03, se encuentran en una misma regiôn dei genoma separados por otro gen, nrps, 
que codifica para una NRPS (Gônzalez-Salgado, 2009). Estos datos apoyan ia teoria 
de que en el género Aspergillus los genes implicados en la smtesis de OTA también 
se encuentran agrupados como ocurre en el caso de otras micotoxinas.
Otros estudios que se han llevado a cabo en los ùltimos anos han descrito 
distintos genes con gran homologia con ios que codifican para enzimas del tipo PKS 
y que parecen correlacionarse con ia sintesis de OTA en A. carbonarius (Gallo et al.,
2009) y A. westerdijkiae (Bacha et al., 2009).
2.5 .- Legislaciôn
Actualmente, numerosos paises cuentan con una regulaciôn sobre los niveles 
maximos de micotoxinas en distintos productos alimenticios (Van Egmond et al.,
2007). El Comité Cientifico de la Aiimentaciôn Humana (SCF) en su dictamen sobre 
ia OTA aconsejô a la Uniôn Europea que sena prudente que se redujera todo io 
posible la exposiciôn a la misma (SCF, 1998). Siguiendo esta directriz, la Uniôn 
Europea dictô la primera regulaciôn sobre el contenido maximo de OTA en alimentos 
en el ano 2002 donde ünicamente se mencionaban los niveles maximos permitidos 
de toxina en cereales y uvas pasas (Comisiôn Europea, 2002b). Posteriormente, al 
aparecer nuevas matrices alimentarias susceptibles de estar contaminadas con OTA 
y debido al aumento de los estudios que establecfan ios problemas para la salud 
humana y animal que podia producir la toxina, ia Uniôn Europea aumentô el ambito 
de aplicaciôn de la regulaciôn a alimentos destinados a lactantes y ninos de corta 
edad (Comisiôn Europea, 2004) asi como a café, vino y zumos de uva (Comisiôn 
Europea, 2005a). En 2006, se dictô una normativa conjunta donde se red u ci an los 
limites maximos de OTA que se podian encontrar en la mayor parte de estos 
sustratos (Comisiôn Europea, 2006b) y, recientemente, se ha ampliado la 
regulaciôn con la incorporaciôn de nuevas matrices como las especias y el regaliz 
(Comisiôn Europea, 2010a). En ia tabla 1.2 se recogen los productos y los niveles 
maximos de OTA permitidos que se dictan en ios dos üitimos reglamentos 
mencionados.
Ademas de esta iegislaciôn comün, algunos paises de la Uniôn Europea reguian 
los niveles maximos de OTA en otros productos que frecuentemente se consumen
por sus dudadanos y, en otras regiones se régula la presenda de toxina en los 
piensos para aiimentadon animal (Duarte et al., 2010a).
Producto Màximo OTA(pg/kg)
Cereales no elaborados 5
Productos derivados de cereales no elaborados, incluidos los 
productos transformados a base de cereales y los cereales 
destinados al consumo humano directo a excepciôn de los 
productos alimenticios destinados a lactantes y ninos
3
Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos 
infantiles para lactantes y ninos de corta edad 0,5
Café tostado en grano y café tostado molido, con excepciôn 
del café soluble 5
Café soluble (café instantanée) 10
Uvas pasas (pasas de Corinto, sultanas y otras variedades) 10
Vino (incluidos los vinos espumosos y excluidos los vinos de 
licor y los vinos con un grado alcohôlico minimo de 15% vol.) 
y vinos de frutas
Vino aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vino y 
côcteles aromatizados de productos vitivinicolas
2
2
Zumo de uva, zumo de uva concentrado reconstituido, néctar 
de uva, mosto de uva y mosto de uva concentrado 
reconstituido, destinado al consumo humano directe
2
Capsicum spp. (frutos de dicho género secos, enteros o 
pulverizados, con inclusion de los chiles, el chile en polvo, la 
cayena y el pimentôn)
30
(desde el 
1/7/2010 hasta el 
30/6/2012)
Piper spp. (frutos, incluyendo la pimienta blanca y negra) 
Myristica fragrans (nuez moscada)
Zingiber officinale (jengibre) 
Curcuma long a (curcuma)
15
(a partir del 
1/7/2012)
Mezclas de especias que contengan una o més de las 
especias antes mencionadas
Rai'z de regaliz, ingrediente para infusiones 20
Extracto de regaliz, para uso alimentario, especialmente en 
bebidas y confiteria 80
Alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales 
dirigidos especificamente a los lactantes 0,5
Tabla 1.2. Contenido màximo de OTA en los productos que se recoge actualmente en la 
legislaciôn marcada por la Uniôn Europea (Comisiôn Europea 2005b; Comisiôn Europea, 2010a).
3. Aspergillus SECCION CIRCUMDATI
3 . 1 . - Taxo no m ia  de la secciôn  Circum dati
Râper & Fennel (1965) realizaron una taxonomia muy compléta del género 
Aspergillus basada en caractères morfolôgicos y cuituraies de los hongos y fueron 
los primeros que agruparon ias especies simiiares con pequehos conidios ocre o 
amarilios en io que denominaron el grupo de A. ochraceus. Sin embargo, no fue 
hasta 1985 que se empezô a utilizar el término secciôn Circumdati para denominar 
a este grupo de hongos (Gams et al., 1985). En un primer momento sôlo 
comprendia nueve especies pero posteriormente se fueron describiendo otras 
nuevas utiiizando métodos tradicionaies que también se incluyeron en este grupo 
(Christensen & Râper, 1978; Tuthlll & Christensen, 1986; Zotti & Montemartini- 
Corte, 2002).
En los ultimos anos, las técnicas moleculares han ido implantàndose entre los 
taxônomos porque facilitan el estudio de los organismos y permiten conocer la 
evoluciôn que se ha producido entre ellos, lo que favorece a la apariciôn de nuevas 
especies. La mayor revisiôn de la secciôn Circumdati que se ha realizado hasta el 
momento fue la publicada por Frisvad et al. (2004). En ella, se realizô un estudio 
filogenético basado en secuencias del gen que codifica para la 6-tubulina de una 
gran variedad de aislamientos y describieron siete nuevas especies, lo que elevô a 
20 el numéro de especies incluidas en ia secciôn Circumdati.
Recientemente se ha publicado un exhaustivo anaiisis filogenético de todo el 
género Aspergillus basado en el analisis de secuencias de cuatro secuencias 
diferentes que se correspondian con la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 y con ios genes que 
codifican para la 6-tubulina, la calmodulina y la RNA polimerasa II (Peterson, 2008). 
En la figura 1.5 se muestra el dendrograma obtenido en ese trabajo utiiizando 
distintos aisiamientos correspondientes a especies incluidas en la secciôn 
Circumdati.
3 .2 .-  Producciôn  de m ico to xinas  por especies de la secciôn  Circum dati
La producciôn de micotoxinas, en especiai de OTA, por las especies de esta 
secciôn ha sido desde hace tiempo un tema muy controvertido, ya que los autores 
no se ponen de acuerdo en si las especies son capaces de producir la toxina y cual 
es la contribuciôn de cada una de ellas a la contaminaciôn en productos alimentarios
(Batista et al., 2003; Samsom et al., 2006; Palumbo et al., 2007). Determinados
autores defienden la teona de que algunas de las especies de la secciôn no son 
capaces de producir OTA ya que las cepas pueden ser formas intermedias entre 
otras especies conocidas (Frisvad et al., 2004; Samson et al., 2006).
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Figura 1.5. Ârbol Filogenético de la secciôn Circumdati basado en las secuencias de los genes 
que codifican para la 6-tubulina, calmodulina y RNA polimerasa II y la secuencia de la regiôn 
ITS1-5,8S-ITS2 (Peterson, 2008).  Se destacan las especies que se han estudiado en este 
trabajo: A. ochraceus (verde), A. westerdijkiae (rosa) y A. steynii (amarillo). A. robustus es el 
aislamiento utilizado como fuera de grupo.
Frisvad et al. (2004) senalaron que de las especies incluidas en la secciôn 
Clrcumdati, A. ochraceus, A. westerdijkiae y A. steynii podrian ser las principales 
productoras de OTA en matrices alimentarias. Sin embargo, hasta esta tesis, la 
capacidad de producir OTA de cada una de ellas no habia sido establecida.
Algunos autores quitan importancia a A. ochraceus como productor de OTA, ya 
que defienden que los aislamientos productores que se habian descrito en trabajos 
anteriores a 2004, deberian ser re-clasificados al corresponderse con cepas de A. 
westerdijkiae (Samson et al., 2006; Marine et al., 2009).
En numerosos estudios llevados a cabo desde hace tiempo, se ha visto que 
distintas especies de la secciôn Circumdati pueden producir otras micotoxinas como 
acido penicillico, xantomegninas, vioxantina o viomelleina (Ciegler, 1972; Stack & 
Mislivec, 1978; Stack et al., 1983; Frisvad et al.. 2004). Ademas, se ha visto que 
las especies incluidas en esta secciôn son las ûnicas, hasta el momento, capaces de 
form a r unos alcaloïdes denominados circumdatinas (Rabaek & Breinholt, 1999; 
Rabaek et al., 1999; Dai et al., 2001; Lôpez-Gresa et al., 2005). Dentro de este 
grupo se encuentra la circumdatina H que es considerada una micotoxina ya que es 
capaz de afectar a la cadena respiratoria en la mitocondria de mamiferos (Lôpez- 
Gresa et al., 2005).
3.3 .- Presencia de especies de la secciôn Circumdati productoras de ocratoxina A en
MATRICES ALIMENTARIAS
A. ochraceus fue considerado durante mucho tiempo el principal productor de 
OTA de la secciôn Circumdati (Pitt, 2000b). La importancia de esta especie radicaba 
principalmente en su presencia en café donde se consideraba la principal fuente de 
OTA (Urbano et al., 2001; Batista et al., 2003; Taniwaki et al., 2003). Ademàs, A. 
ochraceus era una de las principales especies contaminantes en uvas y ce real es 
debido a la g ran capacidad de producciôn de las cepas aisladas de estos sustratos 
que superaban hasta en diez veces los niveles de toxina producidos por otros 
aislados del género Pénicillium o de Aspergillus secciôn Nigri (Czerwiecki et al., 
2002; BeHiefaA, 2004).
Sin embargo, la importancia de A. ochraceus disminuyô después de la 
descripciôn de A. westerdijkiae como una nueva especie (Frisvad et al., 2004). En 
numerosos trabajos se ha encontrado esta ultima en distintos sustratos como uvas
(Dîaz et al., 2009), café (Leong et al., 2007; Noonim et al., 2008) o cacao (Copetti 
et al., 2010) y su presencia ha sido igual o incluso mas frecuentemente descrita que
la de A. ochraceus (Magnoli et al., 2007a; Riba et al., 2008; Batista et al., 2009; 
Copetti et al . , 2010).
Segûn Samson et al. (2006), la tercera especie productora de OTA mas 
importante en la secciôn Circumdati es A. steynii. Probablemente debido a su 
reciente descripciôn, hasta esta tesis la presencia de esta especie se habia descrito 
en muy pocas ocasiones y unicamente en café (Leong et al., 2007; Noonim et al., 
2008X
3.4.- FACTORES que DETERMINAN EL CRECIMIENTO Y LA PRODUCCIÔN DE OCRATOXINA A EN LAS 
PRINCIPALES ESPECIES DE LA SECCIÔN CIRCUMDATI
D'MeHo & MacDonald (1997) dividieron los factores que pueden afectar a la 
producciôn de micotoxinas en très grupos: biolôgicos, quimicos y fisicos. Los 
factores biolôgicos se basan en las interacciones entre el hongo colonizador y el 
propio sustrato u otros organismos présentes en él. La susceptibilidad del sustrato a 
ser colonizado y la competiciôn que se puede establecer con otros microorganismos 
son déterminantes para que los hongos puedan crecer y producir toxinas (Chu & 
Bhainagar, 2003). Otro factor biolôgico muy importante son los insectos ya que 
pueden contribuir al aumento de micotoxinas en los sustratos tanto actuando como 
vectores de los hongos como provocando heridas en las plantas que las hacen mas 
accesibles a éstos (Bhatnagar et al., 2004). También se incluyen dentro de este 
grupo los factores intnnsecos del hongo que hacen que algunas cepas sean capaces 
de producir toxinas y otras no (Hussein Btasel, 2001).
Los factores quimicos también pueden afectar a la producciôn de micotoxinas e 
incluyen, fundamentalmente, la aplicaciôn de fungicidas y otros productos que 
pueden reducir el crecimiento fungico (Zain, 2010). El uso y problèmes de estos 
compuestos se trataran mas adelante cuando se expongan los métodos de control 
de la producciôn de micotoxinas en los alimentos.
Segûn D'Mello & MacDonald (1997) los factores que mas afectan a la 
producciôn de micotoxinas en los productos alimentarios son los fisicos, destacando 
la temperature y la humedad como los mas déterminantes.
El efecto de los factores ecofisiolôgicos sobre A. ochraceus ha sido ampliamente 
estudiado debido a que, como se ha comentado anteriormente, fue la primera 
especie productora descrita y una de las mas importantes durante mucho tiempo. 
Se ha visto que tanto la temperature como la actividad de ague (a*) tienen una 
g ran influencia sobre el crecimiento y la producciôn de OTA del hongo y se han
establecido unos intervalos optimos entre 25-30 °C y a^ entre 0,95-0,99 (Ramos et  
al., 1998; Pardo et  al., 2004; Pardo et al., 2005; Pardo et al., 2006a; Pardo et al., 
2006b). Sin embargo, se ha comprobado que la habilidad de A. ochraceus para 
producir OTA varia considerablemente dependiendo del sustrato donde esté 
creciendo, siendo incluso en alguno de ellos incapaz de producir la toxina. Por 
ejemplo, Pardo et al. (2006b) senalaron que la capacidad productora del hongo era 
elevada cuando crecia directamente sobre granos de café verde y disminui'a cuando 
el sustrato eran granos de cebada. Ademas, estos autores com probaron una 
reducida producciôn de toxina en uvas, mientras que Kapetanakou et al. (2009) 
describieron que el hongo es incapaz de sintetizar OTA si el sustrato son uvas 
pasas.
Actualmente, se dispone de pocos datos con respecto al efecto que pueden 
tener los factores ecofisiolôgicos sobre A. westerdijkiae y A. steynii. Abdel-Hadi & 
Magan (2009) estudiaron el efecto de la a^ y la temperatura sobre el crecimiento, la 
esporulaciôn y la producciôn de OTA en estas especies y vieron comportamientos 
diferentes en cada una de ellas. Las condiciones donde A. steynii alcanzaba el 
crecimiento maximo coincidi'an con las de maxima producciôn de OTA (30 °C y a^ 
0,99). Sin embargo, en el caso de A. westerdijkiae habia diferencias en la a^, 0,95 
como ôptimo para producciôn y 0,99 para crecimiento, aunque en ambos casos la 
temperatura mas adecuada era 25°C.
4. MÉTODOS DE DETECCIÔN E IDENTIFICACIÔN DE HONGOS 
OCRATOXIGENOS
La distribuciôn de la OTA en los alimentos suele ser muy heterogénea por lo que 
la detecciôn de la toxina directamente en ellos précisa del desarrollo de protocoles 
especificos para poder obtener una muestra representativa (Cousin et al., 2005). 
Debido a esta dificultad, la Uniôn Europea ha regulado los procedimientos de 
muestreo y procesamiento de las muestras para el correcte analisis de OTA lo que 
supone un problema al ser necesario tomar, en algunos casos, hasta 100 muestras 
{Comisiôn Europea, 2006b; Comisiôn Europea, 2010c).
En varies trabajos se ha visto que productos agricoles muy contaminados con 
hongos ocratoxigenos se relacionan con concentraciones de OTA que exceden los 
limites légales (Lund & Frisvad, 2003; Schmidt et al., 2004; Mulè et al., 2006). Por 
elle, la detecciôn temprana de especies productoras de OTA es un aspecto relevante 
para evitar que la toxina entre en la cadena alimentaria (Dao et al., 2005).
Los métodos tradicionales para la detecciôn de hongos en matrices alimentarias 
suponen el aislamiento del hongo en cultive y su posterior identificaciôn basandose 
en la apariencia de la colonia en diferentes medios asi como en las caractensticas de 
las distintas estructuras fùngicas (conidios, conidiôforos, etc.) observadas por 
microscopia (Hawsksworth et ai., 1996; Nicholson & Innés, 2004). Estas técnicas 
requieren mucho tiempo y un personal experte en taxonomia füngica (Niessen, 
2007; Sarton et al., 2010). Dentro del género Aspergillus, la identificaciôn por 
métodos tradicionales es especialmente dificil al englobar un g ran numéro de 
especies muy relacionadas (Niessen, 2007).
Por otro lado, las técnicas tradicionales de identificaciôn füngica son diffcilmente 
aplicables para la cuantificaciôn de los hongos présentes en los alimentos debido a 
que la homogeneizaciôn correcta de las agrupaciones de esporas y del micelio es 
practicamente imposible (Pitt, 1984). Ademas, el medio utilizado puede afectar a la 
abundancia relativa de las especies, lo que también puede suponer que se asuman 
conclusiones errôneas (Nicholson & Innés, 2004).
Actualmente, las técnicas moleculares se consideran una buena alternativa a los 
métodos tradicionales y han sustituido a estos en muchos campos del analisis de 
alimentos (Feng, 1997, Niessen et al., 2005). Los métodos moleculares basados en 
DNA son rapidos y permiten la identificaciôn adecuada de las especies fùngicas 
debido a su alta especificidad (Niessen, 2007; Borman et al., 2008). En los ültimos 
anos, se han desarrollado distintos tipos de protocoles moleculares para la detecciôn 
de hongos toxigenos en alimentos (Cousin et al., 2005; Soriano,, 2007; Abdin et a!.,
2010). A continuaciôn, se explican con detalle las técnicas que mas se han utilizado 
0 las que estan aportando majores soluciones a los problemas de la detecciôn de 
especies fùngicas en matrices alimentarias.
4.1 .- PCR CONVENCIONAL
La idea inicial de la reacciôn en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada 
por Kary Mullis en 1983, pero tal y como la conocemos actualmente con el uso de 
una DNA polimerasa termoestable no fue publicada hasta 1988 (Saiki et ai., 1988). 
A partir de una ùnica copia de un fragmente de DNA podemos obtener infinidad de 
ellas de manera que se pueden apreciar en un gel de agarosa.
El diseno de los cebadores es un paso clave para la detecciôn especifica de los 
hongos en las matrices alimentarias. Se han desarrollado distintos protocoles de 
PCR para détecta r distintas especies de Aspergillus productoras de OTA usando 
como secuencia diana genes constitutives (Perrone et al., 2004; Susca et al., 2007)
o genes de la ruta biosintética de la toxina (Schm idt et al., 2004; Dao et al., 2005; 
Spadaro et al., 2010).
La secuencia del rDNA también se ha utilizado habitualmente para el diseno de 
cebadores en hongos y un esquema de la misma se représenta en la figura 1.6. Las 
zonas codificantes de los genes 18S, 5,8S y 28S estan altamente conservadas y se 
han disehado cebadores universales para hongos basandose en sus secuencias 
(White et al., 1990). Sin embargo los espaciadores intergénicos IT S l, ITS2 e IGS 
son regiones hipervariables y en muchas ocasiones nos proporcionan secuencias 
ünicas que varian en cada una de las especies (Zhou et al., 2000; Hinukson e t al., 
2005). Los polimorfismos en las regiones ITS ocurren generalmente a nivel de 
especie y son muy utiles para diferenciar distintas especies dentro del género 
Aspergillus aunque estén muy relacionadas filogenéticamente (Edwards e t al., 2002; 
Samson et a i ,  2006; El Khoury & Atoui, 2010). Ademàs, el grado de especificidad 
que proporcionan estas regiones nos perm ite detectar la secuencia deseada en 
muestras complejas de DNA como ocurre cuando se extrae DNA de muestras 
naturaies (Bridge, 2002).
IT S l ITS2 IGS
F i g u r a  1 . 6 .  Representaciôn esquemética de cada una de las unidades de! rDNA que 
estén repetidas en tandem. Se indican tanto los genes que codifican para las 
subunidades del RNA ribosomico 18S, 5,85 y 285 asi como las regiones espaciadoras 
IT51, IT52 e IG5.
Por otro lado, los genes que codifican para el rRNA estan repetidos en tandem y 
pueden alcanzar varios centenares de copias por genoma (White et al., 1990). El 
diseno de los cebadores en estas regiones multicopia permite, por tanto, un 
aumento de la sensibilidad de los ensayos si se compara con la amplificaciôn de 
genes con una ünica copia (Suarez et al., 2005; Gonzàlez-Salgado et al., 2009). 
Estas regiones han sido utilizadas con éxito en distintas ocasiones en el diseno de 
cebadores para la detecciôn de im portantes hongos ocratoxigenos como las especies 
del agregado A. n iger (Gonzàlez-Salgado et al., 2005) y A. carbonarius (Patiho et 
al., 2005). También hay descrito un método de PCR convencional para la detecciôn 
de A. ochraceus basado en las regiones ITS (Patiho et al., 2005), pero la publicaciôn 
de este trabajo fue contemporànea a la descripciôn de A. westerdijkiae  como una 
nueva especie por lo que no es capaz de discrim inar entre ambas (Gonzàlez- 
Salgado, 2009).
Distintas variaciones de la PCR convencional han sido utilizadas para la 
identificaciôn de especies ocratoxigenas del género Aspergillus. Sartori et al. (2006) 
desarrollaron un protocolo de PCR multiple con el que se podian detectar A. niger, 
A. carbonarius y A. ochraceus en café en una ùnica reacciôn de PCR al utilizar 
cebadores que amplificaban regiones de diferente tamano en cada una de ellas. 
Otra de las aproximaciones al diagnôstico de las especies productoras de OTA se ha 
realizado con lo que se denomina PCR-RFLPs. Esta técnica consiste en digerir con 
enzimas de restricciôn fragmentes amplificados por PCR, cuyo resultado es diferente 
para géneros o especies. Se ha desarrollado con éxito para diferenciar especies de 
Aspergiilus secciôn Nigri (Martinez-Culebras & Ramôn, 2007) e incluso para 
determinar si los aislamientos son capaces de producir OTA o no lo son (Bau et al., 
2006: Zanzotto et al., 2006).
4.2.- PCR A TIEMPO REAL
La PCR a tiempo real présenta considerables ventajas con respecto a la PCR 
convencional que hacen que se aplique cada vez mas en la detecciôn de 
microorganismos contaminantes de alimentos (Fratamico & Bay les, 2005). Esta 
técnica no sôlo proporciona resultados cualitativos (presencia o ausencia de la 
secuencia diana), sino que también es cuantitativa, permitiendo calculer la cantidad 
de DNA fùngico de partida y, de esta manera, se puede estimar el nivel de 
contaminaciôn de una muestra analizada.
En la PCR a tiempo real, el producto es detected o y medido segùn avanza el 
proceso por lo que no es necesario que termine la reacciôn para obtener datos. 
Ademas, los resultados pueden ser evaluados sin necesidad de llevar a cabo una 
electroforesis en gel de agarosa, por lo que se reduce considerablemente el tiempo 
del ensayo. Otra mejora que aporta esta técnica con respecto a la PCR convencional 
es que se realiza en un sistema cerrado, reduciéndose asi el riesgo de 
contaminaciôn y la apariciôn de falsos positives (Heid et al., 1996).
La cinética de la reacciôn de PCR a tiempo real se représenta en la figura 1.7. 
Al inicio de la reacciôn, se produce una fa se exponencial en la que el producto 
aproximadamente se duplica en cada ciclo. Al principio, los niveles de fluorescencia 
no son détectables; el ciclo en el que se ha acumulado suficiente producto para 
producir una senal detectable es lo que se denomina ciclo umbral o Ct, siendo su 
valor inversamente proporcional a la cantidad de DNA inicial (Mackay et al., 2007).
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Figura 1.7. Cinética de ia reacciôn 
de PCR a tiempo real. Se représenta 
la senal de fluorescencia trente al 
numéro de ciclos de la PCR. Se 
muestran todas las fases que se 
suceden durante el proceso asi como 
donde se calculan los valores de Ci. 
Modificado de Kubista et al. (2006).
La detecciôn de los productos amplificados es posible debido a la inclusion en la 
reacciôn de una molécula fluorescente que informa del aumento de la cantidad de 
DNA. Los mecanismos mas utilizados se basan en sondas de hidrôlisis y en agentes 
intercalantes aunque existe una g ran variedad de métodos disponibles como las 
sondas FRET, molecular beacons o cebadores scorpion, entre otros (Wilheim & 
Pingoud, 2003).
1) Aoentes intercalantes. Son fluorocromos que aumentan considerablemente 
su emisiôn de fluorescencia cuando se unen al DNA de doble cadena. El mas 
utilizado de todos los disponibles es el SYBR Green I. Este fluorôforo emite muy 
poca fluorescencia cuando esta libre en disoluciôn o unido a DNA de cadena sencilla, 
pero es capaz de intercal a rse en el surco menor de los fragmentos de doble cadena 
que se forman al avanzar la reacciôn, lo que produce un incremento sustancial de la 
senal de fluorescencia emitida por la molécula (Zipper et a i ,  2004). Un esquema de 
cômo actua este agente se muestra en la figura 1.7.
El uso de SYBR Green I ofrece multiples ventajas ya que es un método simple, 
bastante sensible y destaca por ser el mas econômico a la hora de realizar un 
ensayo de PCR a tiempo real. Sin embargo, se une de manera inespecifica al DNA 
de doble cadena, por lo que podria dar falsos positivos o una sobreestimaciôn de la 
diana si se uniera a dimeros de cebadores u otros productos inespecificos que se 
pudieran forma r (Costa, 2004). Por tanto, es necesario comprobar la especificidad 
de los productos amplificados en la reacciôn realizando una curva de disociaciôn, en 
la que se monitoriza la cinética de disociaciôn de los fragmentos formados aplicando 
un g radiante creciente de temperatura (Ririe et al., 1997). Los fragmentos
amplificados se disocian al alcanzar su temperatura de fusion (Tm), produciéndose 
una disminuciôn brusca de la senal fluorescente (Wilheim & Pingoud, 2003).
A)
0
0 Figura 1.7. Mécanisme de accion del
^  SYBR Green I. La molécula tiene baja
fluorescencia cuando esté libre en soluciôn 
(A). Sin embargo, el fluorôforo tiene alta 
afinidad por el DNA de doble cadena y al 
unirse, su fluorescencia se incrementa (B).
2) Sondas de hidrôlisis o sondas TacMan®. Son oligonucleôtidos que se unen 
especi'ficamente a una regiôn interna del fragmente que se quiere amplificar. Estas 
sondas estan marcadas con un fluorocromo donador en el extremo 5' que emite 
fluorescencia al ser excitado a determinada longitud de onda y un aceptor en el 
extremo 3' que la absorbe en esas mismas condiciones. Para que esto ocurra, las 
moléculas donadora y aceptora deben estar espacialmente prôximas. Durante la 
amplificaciôn del DNA diana, la polimerasa se desplaza a lo largo de la cadena e 
hidroliza el extremo libre 5' de la sonda gracias a su actividad exonucleasa, 
produciendo la liberaciôn del fluorocromo donador. En ese momento, ambas 
moléculas estan espacialmente alejadas y la fluorescencia emitida es captada por el 
sistema detector (Mackay et al., 2007). Un esquema de cômo funcionan las sondas 
de hidrôlisis se muestra en la figura 1.8.
Este método de detecciôn tiene la ventaja de su g ran especificidad y que 
permite llevar a cabo reacciones multiples. Sin embargo, tiene un coste inicial muy 
alto y el diseno del ensayo puede ser muy complicado (Kubista et al., 2005).
A )
B )
C)
F i g u r a  1 . 8 .  Mecanismo de accion 
de las sondas TaqMan®. Cuando el 
fluorôforo donador se encuentra 
proximo al aceptor toda la 
fluorescencia que emite el primero 
es absorbida por el otro (A). Segûn 
avanza la reacciôn, la polimerasa 
desplaza la sonda (B) y la hidroliza 
haciendo que las dos moléculas se 
separen (C).
La PCR a tiem po real se ha utilizado con éxito para la detecciôn de distintas 
especies de Aspergillus productoras de OTA utilizando como diana secuencias de 
genes de copia ünica (Geisen e t al., 2004; Schmidt et al., 2004; Mulè et al., 2006; 
Atoui et al., 2007; Morello et al., 2007; Selma et al., 2008) o m ultip le (Gonzalez- 
Salgado et al., 2009).
Otra g ran ventaja que aporta la PCR a tiem po real es que, ademas de para la 
detecciôn especifica, puede utilizarse para la estimaciôn de la expresiôn génica 
partiendo tanto de RNA como de cDNA (Ginzinger, 2002). Varios protocoles de PCR 
a tiem po real se han descrito para el estudio de los genes implicados en la sintesis 
de micotoxinas en distintas especies (Niessen, 2007).
4 .3 .- Microarravs
Un m icroarray  consiste en una serie de oligonucleôtidos ordenados sobre un 
sustrato sôlido que se encuentran form ando una m atriz de secuencias. Los àcidos 
nucleicos de las muestras que se quieren analizar se marcan, norm alm ente por 
métodos fluorescentes, y se incuban sobre el m icroarray  en unas condiciones 
adecuadas, perm itiendo la hibridaciôn de estos con las sondas impresas en la 
superficie (Bowtell & Sambrook, 2003). La m ayor ventaja que ofrece esta técnica 
con respecto a las mencionadas anteriorm ente es que se pueden analizar
simultàneamente una gran cantidad de secuencias utilizando cantidades muy 
pequenas de muestra. Ademas puede ser fàcilmente automatizada disminuyendo la 
probabilidad de cometer errores (Shaoguang & Dongguang, 2008).
En el estudio de hongos toxigenos, los microarrays se han aplicado 
fundamentalmente para el estudio de la expresiôn de genes implicados en la 
biosmtesis de toxinas (O'Brian et al,, 2003; Schmidt-Heydt & Geisen, 2007). En 
varias ocasiones, este método se ha utilizado con éxito para estudiar de una manera 
muy rapida la posible inducciôn o represiôn de la sintesis de micotoxinas en 
diferentes condiciones (Schmidt-Heydt et al., 2008a; Schmidt-Heydt et al., 2009; 
Schmidt-Heydt et al. , 2011).
Por otro lado, también existen microarrays para la detecciôn e identificaciôn de 
hongos productores de micotoxinas que utilizan sondas basadas en genes 
constitutives de los hongos o de las distintas regiones del DNA ribosômico
(Knstensen et al., 2007; Lezar & Barros, 2010).
5. PREVENCIÔN Y CONTROL DE LA PRESENCIA DE OCRATOXINA A EN 
PRODUCTOS ALIMENTARIOS
Ya se ha comentado anteriormente que la OTA ocurre de manera natural en los 
alimentos y sus niveles en una g ran variedad de productos se encuentran regulados, 
entre otros, por la Uniôn Europea (Comision Europea, 2006b; Comisiôn Europea, 
2010a). Por esto es imprescindible adoptar medidas para evitar que la toxina sea 
consumida por el ser humano o los animales en los que podna provocar graves 
problemas para la salud.
Las estrategias para evitar la contaminaciôn por micotoxinas en los alimentos se 
pueden dividir en dos grupos. Por un lado, la prevenciôn de la producciôn de las 
toxinas por parte de los hongos y por otro la destoxificaciôn o eliminaciôn de 
micotoxinas présentes en los alimentos (Kabak et al., 2006).
5.1.- Prevenciôn de la producciôn de ocratoxina A por inhibiciôn  del crecimiento
FÙNGICO
Las estrategias de control de hongos productores de OTA tanto en el campo 
como durante el periodo de almacenamiento son las estrategias mas utilizadas 
actualmente y las que hasta el momento han dado mejores resultados (Amézqueta 
et al., 2009; Kabak & Dobson, 2009). Los sistemas de Analisis de Peligros y Puntos
Control Cntico (APPCC) identifican, evaluan y controlan los peligros importantes 
para la inocuidad de los alimentos para las personas durante todos los procesos a 
los que son sometidos hasta que son consumidos. Se basan en el establecimiento de 
sistemas de gestion de la calidad y engloban las buenas practicas de fabricaciôn 
(BPF), buenas practicas de higiene (BPH), buenas practicas agncolas (BPA) y 
buenas practicas de almacenamiento (BPAL). La FAO recomienda la aplicaciôn del 
sistema APPCC para la prevenciôn y control de micotoxinas en los alimentos y 
publicô un manual sobre cômo habria que llevarlo a cabo (FAO, 2001).
A continuaciôn se van a explicar las técnicas mas utilizadas para el control de 
hongos en los alimentos, asi como las que actualmente se estan estudiando y que 
ofrecen los resultados mas prometedores.
5.1.1.- Control de las condiciones de almacenamiento
Los factores fisicos y ambientales son los que màs afectan al desarrollo fùngico 
en los alimentos (D'Mello & MacDonald, 1997). Las especies ocratoxigenas suelen 
estar présentes en la fase de almacenamiento del alimento donde son capaces de 
proliferar y producir la toxina, principalmente, cuando las condiciones de 
temperatura y a« son adecuadas (Magan et al., 2004). Por ello, el Codex 
Alimentarius recomienda espacios cerrados con poca humedad y con las menores 
fluctuaciones de temperatura posibles para el almacenamiento de alimentos 
susceptibles a la contaminaciôn por OTA (Comision Codex Alimentanus, 2002).
5.1.2.- Uso de aaentes quimicos o naturales
Hay una g ran cantidad de agentes quimicos que se utilizan para inhibir el 
crecimiento fùngico. Sin embargo, el uso de fungicidas esta siendo controlado 
actualmente debido a que se ha visto que pueden ser perjudiciales para la salud 
humana y el medio ambiente (De Costa & Bezerra, 2009). Ademas, cada vez 
aparece un mayor nùmero de cepas de hongos resistentes a los tratamientos con 
fungicidas, principalmente a los denominados de amplio espectro que actùan 
simultaneamente sobre diferentes dianas en los hongos y que hasta el momento 
habian sido los mas utilizados (McGrath, 2009). Por estas razones, la Uniôn Europea 
ha legislado los niveles maximos de residues de fungicidas que se pueden encontrar 
en los alimentos (Comision Europea, 2005b; Comision Europea, 2008). Ademas, el 
uso de fungicidas debe tratarse con mucho cuidado ya que algunos trabajos han 
demostrado que aunque son capaces de reducir el crecimiento fùngico, en ciertos 
casos pueden estimular la producciôn de OTA (Magan, 2006; Medina et al., 2007).
Actualmente, se esta estudiando el uso de sustancias naturales como 
inhibidoras del crecimiento de hongos para su posible uso para el control fùngico 
porque tienen menor riesgo para el medio ambiente y reducida toxicidad para otros 
organismos (McGrath, 2009). Distintas sustancias producidas tanto por bacterias, 
como por hongos y plantas han mostrado efectos similares a los fungicidas (Magan, 
2006). Se ha comprobado que muchos de estos compuestos son capaces de reducir 
tanto el crecimiento como la producciôn de OTA en distintas especies ocratoxigenas 
del género Aspergillus y destacan los aceites esenciales y los antioxidantes como los 
principales inhibidores (Soliman & Badeaa, 2002; Palumbo et al., 2007; Aid red et 
a/., 2008; Carmo et a/,, 2008; Romero et a/., 2009; Barberis et a./,, 2010; Santos et 
al., 2010a).
5.1.3.- Control biolôaico con microorganismos antaaônicos
El control biolôgico utilizando microorganismos antagônicos frente a patôgenos 
de plantas se ha estudiado desde hace mucho tiempo y actualmente se considéra 
una aproximaciôn muy prometedora como alternativa al uso de fungicidas para 
prévenir la formaciôn de micotoxinas (Wilson & Wisniewski, 1989; Kabak et a/,,, 
2006, Pal & Gardener, 2006). Entre las principales ventajas que ofrece el control 
biolôgico con microorganismos antagônicos se encuentra la de que es compatible 
con otros métodos como los agentes quimicos (Spadaro & Gullino, 2004). De esta 
manera, al combinar ambos procedimientos se podna reducir considerablemente el 
nivel de fungicidas necesario para inhibir el crecimiento del hongo.
Existen varios mecanismos por los cuales los agentes de biocontrol pueden 
afectar al crecimiento fùngico; producciôn de sustancias inhibitorias, competencia, 
parasitisme o inducciôn de resistencia en el hospedador (Droby et al., 1992;
Spadaro & Gullino, 2004).
Actualmente se han propuesto distintos microorganismos que podnan ser 
aplicados como agentes de biocontrol frente a varias especies de hongos 
ocratoxigenos. Dentro de los procariotas, destaca n las bacterias làcticas como los 
microorganismos mas efectivos al ser capaces de producir varios compuestos que 
inhiben el crecimiento fùngico (Dallé et al., 2010). Por otro lado, las levaduras son 
también muy adecuadas para su aplicaciôn como agentes de biocontrol porque 
presentan caractensticas importantes como que son faciles de producir y aplicar, 
son seguras para el medio ambiente y la salud humana, su biologia se conoce 
perfecta mente y presentan g ran especificidad frente a los patôgenos de los que son 
antagonistes (Pimenta et al., 2009). En EEUU existen distintas formulaciones de
productos basados en levaduras como agentes de biocontrol frente a distintas 
enfermedades causadas por hongos y, a nivel europeo, hay que destacar que existe 
una patente de la levadura Candida sake CPA-1 para el control de enfermedades 
postcosecha en frutas de pepita ocasionadas por distintos hongos fitopatôgenos
(Vinas et al. , 1998).
Parece ser que el mecanismo mas probablemente implicado en el biocontrol de 
hongos por levaduras es la competencia por los nutrientes (Spadaro & Gullino, 
2004; Zhou et al., 2007) aunque en algunos casos se ha visto que pueden parasiter 
al hongo al producir una matriz extracelular que rodean al micelio impidiendo que 
pueda capta r los nutrientes del medio o incluso degradando la pared celular (Wilson, 
1997; El-Tarabily & Sivasithamparam, 2006; Pimenta et al., 2009). Algunas 
levaduras son capaces de sécréta r al medio compuestos denominados toxinas killer 
que se ha visto que pueden inhibir el crecimiento de distintos hongos fitopatôgenos 
(Walker et al., 1995; Santos et al., 2004).
Hasta el momento, se conocen distintas especies de levaduras que son capaces 
de reducir el crecimiento de hongos ocratoxigenos tanto in vitro como sobre 
sustratos naturales. Algunas especies con las que se ha obtenido buenos resultados 
son Pichia anomala, Pichia kluyveri y Hanseniaspora uvarum  como agentes 
biocontrol frente a A. ochraceus (Masoud & Kaltoft, 2006) o Metschsnikowia 
pulcherrima, Kluyveromyces thermotolerans, Issantchenkia terricola, Candida 
guillermondii y Aureobasidium pullulans frente a distintas especies de la secciôn 
Nigri (Zahavi et ai., 2000; Bleve et al., 2006; Dimakopoulou et al., 2008).
Por otro lado, en el caso de algunos hongos toxigenos como A. flavus, se ha 
propuesto la utilizaciôn de cepas no productoras de la especie ya que su presencia 
supone el desplazamiento de las cepas afiatoxigenas reduciendo la concentraciôn de 
toxina de manera considerable (Abbas et al., 2006; Abbas et al., 2008). Sin 
embargo, hasta el momento no se ha descrito este efecto en ninguna especie 
productora de OTA.
5.2.- Destoxificaciôn de la ocratoxina A présente en los alimentos
Cuando la contaminaciôn de los alimentos no puede ser prevenida, es 
imprescindible su eliminaciôn de los productos antes de que lleguen al consumidor. 
Los procesos de destoxificaciôn de OTA suponen tanto su eliminaciôn de los 
productos contaminados como su inactivaciôn por métodos fi'sicos, quimicos o 
biolôgicos (Varga & Tôth, 2005; Kabak et al., 2006). La bùsqueda de métodos para 
la descontaminaciôn de alimentos es complicada ya que el tratamlento debe ser facil
de usar, econômico y seguro para la salud del consumidor asi como no producir 
pérdidas nutricionales u organolépticas en el producto (Amézqueta et al., 2009; 
Kabak & Dobson, 2009).
La legislaciôn europea actual prohibe la mezcla de productos alimenticios que 
cumplan los contenidos maximos establecidos con otros que superen estos limites 
para reducir los niveles de OTA en el producto final (Comision Europea, 2006b). 
Asimismo, la Uniôn Europea impide la destoxificaciôn de los productos destinados al 
consumo humano con tratamientos quimicos como el hidrôxido sôdico, amonio, 
bisulfito y formaldehido, entre otros, debido a la producciôn de compuestos tôxicos 
y a la reducciôn del contenido nutricional que supone su uso (Varga & Tôth, 2005; 
Kabak et a/., 2006).
5.2.1.- Métodos ffsicos
La retirada de los productos colonizados por hongos productores de OTA 
durante el proceso de fabricaciôn, asi como su separaciôn mecanica o el lavado con 
agua y bicarbonato sôdico son buenas estrategias para reducir los niveles de 
contaminaciôn por la toxina (Varga et ai. , 2010). Actualmente, se conocen distintos 
materiales que son capaces de adsorber la OTA como el carbôn activado, los 
aluminosilicatos o la colestiramina (Huwig et al., 2001). Algunos de estos 
adsorbentes se han aplicado con éxito para la reducciôn e incluso la eliminaciôn 
compléta de la toxina en bebidas como el vino o la cerveza (Beiajova et al., 2007; 
V a r rV a /^  2008).
Ya se ha comentado que la OTA es una molécula muy estable a altas 
temperaturas por lo que no es eliminada por los tratamientos términos comünmente 
utilizados en el procesamiento de alimentos, como la cocciôn o la pasteurizaciôn 
(Boudra et al., 1995). El café es una de las matrices alimentarias donde mas se 
puede minimizar la contaminaciôn por OTA si se llevan a cabo unas apropiadas 
técnicas de procesado de la materia prima (Bucheli & Taniwaki, 2002). Durante el 
proceso de tostado que se lleva a cabo en la mayoria de los tipos de café se 
alcanzan temperaturas de mas de 200 °C, lo que produce una reducciôn 
considerable de la concentraciôn de OTA (Van der Stegen et al., 2001; Romani et 
a!., 2003; Urbano et al., 2004). Sin embargo, estas temperaturas no pueden ser 
utilizadas en el tratamiento comun de los alimentos, debido a que se produce 
pérdida tanto de las propiedades organolépticas como nutricionales de los mismos 
(Kabak et a/., 2006).
Otros autores han comprobado que las fermentaciones llevadas a cabo durante 
el procesado de los vinos o los productos de panadena también reducen en cierta 
medida la concentraciôn de OTA présente en el producto final aunque, en ningün 
caso, Megan a eliminar por completo la toxina (Grazioli et al., 2006; Vatle-Algarra et
2009).
5.2.2.- Métodos biolôgicos
Estos métodos utilizan microorganismos no patôgenos que descomponen, 
transforman o adsorben la OTA de los alimentos contaminados formando 
compuestos no tôxicos para el consumidor (Abrunhosa et al., 2010). Muchos 
expertos piensan que la descontaminaciôn de la OTA por métodos biolôgicos es la 
mejor aproximaciôn, ya que supone grandes ventajas con respectos a los otros 
sistemas al ser muy especifica, segura para el medio ambiente y conserva las 
propiedades nutricionales de los alimentos (Bata & Làsztity, 1999; Abrunhosa et al., 
2010).
Existen una g ran variedad de enzimas capaces de destoxificar la OTA. La 
carboxipeptidasa A es producida por distintos microorganismos y dégrada la toxina 
a una molécula menos tôxica, la OT-o (Pitout et al., 1969). En la bibliografia se 
pueden encontrar varios hongos filamentosos y levaduras capaces de utilizar 
carboxipeptidasas para destoxificar la OTA destacando los géneros Rhizopus y 
Trichosporon asi como los Aspergillus negros, entre otros (Varga et al., 2000; 
M o ina re ta /, ,  2004; Varga et al., 2005; Abrunhosa et al., 2010).
A parte de la degradaciôn por carboxipeptidasas, Angioni et al. (2007) 
observaron la degradaciôn de OTA por distintos géneros de levaduras utilizando 
otras rutas pero hasta el momento no se ha dilucidado qué enzimas podnan estar 
implicadas. Algo similar ocurre con distintas cepas de A. ochraceus y A. wentli que 
se han descrito como importantes degradadoras de OTA pero no se conoce cual es 
la via que utilizan (Abrunhosa et al., 2002).
Otro mecanismo eficaz para la descontaminaciôn biolôgica es la adsorciôn de la 
OTA a la superficie de los microorganismos. Tanto las bacterias lacticas como varios 
géneros de levaduras han sido descritos como adsorbentes de OTA en distintas 
condiciones (Shetty & Jespersen, 2006; Abrunhosa et al., 2010; Dallé et al., 2010). 
Este efecto ha sido demostrado en varias ocasiones en Saccharomyces cerevislae 
tanto en medios sintéticos como en vinos, por lo que se puede deducir que durante 
la fermentaciôn de los vinos, se debe producir una reducciôn del contenido en OTA 
de manera natural debida a la adsorciôn de la misma por parte de las levaduras
utilizadas en el proceso (Bejaoui et al., 2004; Garcia Moruno et al., 2005; Caridi et 
al., 2006; Cecchini et al., 2006; Nunez et al., 2008; Bizaj et al., 2009). Otras 
especies de levaduras de los géneros Phaffia, Candida, KIoeckera o Rhodotorula 
también son capaces de adsorber OTA a su pared (Péteri et al., 2007; Var et al., 
2009).
Recientemente, Meca et al. (2010) han descrito la absorciôn de OTA al interior 
celular como otro mecanismo implicado en la destoxificaciôn por levaduras del 
género Saccharomyces durante la fermentaciôn vinica.
La destoxificaciôn de OTA por distintas cepas no toxigenas de A. niger se ha 
estudiado ampliamente en los ültimos anos y se ha visto que puede utilizar distintos 
mecanismos (Abruhnosa et al., 2010). Se ha demostrado que esta especie produce 
enzimas capaces de degradar la toxina como carboxipeptidasas (Varga et al., 2000; 
Abrunhosa et al., 2002), lipasas (Slander et al., 2000) y metaloenzimas (Abrunhosa 
& Venancio, 2007). Ademas, Bejaoui et al. (2005) vieron que esta especie no sôlo 
es capaz de degradar la toxina, sino que puede reducir la contaminaciôn de OTA 
mediante su adsorciôn a la superficie de sus conidios.
6. OBJETIVOS
1. Désarroi lar protocol os de PCR rapidos y sensibles para la discriminacion de 
las especies productoras de OTA mas importantes incluidas en Aspergillus secciôn 
Circumdati: A. ochraceus, A. steynii y A. westerdijkiae.
2. Aplicar los ensayos especificos disenados para la detecciôn de estas especies 
de Aspergillus secciôn Circumdati en dos importantes matrices alimentarias: 
pimentôn y Marina de cebada.
3. Desarrollar un ensayo sensible y especi'fico para detectar y cuantificar A. 
ochraceus y A. westerdijkiae mediante PCR a tiempo real que permita su aplicaciôn 
directamente en uvas y café verde.
4. Analizar la capacidad de producciôn de OTA de cepas de distintos ongenes de 
A. steynii, A. westerdijkiae, A. ochraceus y A. elegans para determinar la 
importancia relativa de cada una de ellas.
5. Determinar el efecto de dos factores ecofisiolôgicos, temperatura y a^, sobre 
el crecimiento y la producciôn de OTA en A. steynii y A. westerdijkiae tanto en 
medio sintético como en medios basados en matrices alimentarias frecuentemente 
contaminadas por estas especies.
6. Identificar y caracterizar genes implicados en la biosintesis de OTA en A. 
westerdijkiae y A. steynii, desarrollando ensayos de RT-PCR a tiempo real para 
cuantificar su expresiôn y comprobar su relaciôn con la sintesis de toxina.
7. Seleccionar un agente de biocontrol capaz de contrôler el crecimiento y la 
producciôn de OTA en A. westerdijkiae y determinar las condiciones ôptimas para su 
actuaciôn.
8. Estudiar los mecanismos implicados en la reducciôn de la OTA extracelular 
producida por A. westerdijkiae en presencia del agente de biocontrol seleccionado.


1. MANTENIMIENTO DE CEPAS
Todas las cepas de hongos filamentosos utilizadas en este trabajo se 
encuentran recogidas en las tablas 3.1 y 3.6 de la secciôn Resultados, mientras que 
las cepas de levaduras se detallan en la tabla 2.4 de la secciôn Materiales y 
Métodos. En todos los casos se especifica el origen de la cepa y la especie a la que 
pertenece. Los hongos filamentosos se resembraron periôdicamente en medio agar 
dextrosa patata (PDA) (Pronadisa, Espana) y tras incubar durante 4-5 dias a 28 °C, 
se almacenaron a 4 °C. Las levaduras se mantuvieron a 4 °C mediante resiembras 
periôdicas a 27 °C durante 24 horas en medio YMA {Yeast Morphology Agar) 
(Wickerham, 1951). Asimismo, todos los aislamientos fungicos se almacenaron 
durante periodos prolongados a -80 °C en glicerol al 15 %.
2. OBTENCIÔN DE SUSPENSIONES DE ESPORAS DE HONGOS 
FILAMENTOSOS Y CELULARES DE LEVADURAS
Las suspensiones de esporas se prépararon a partir de cultivos esporulados de 7 
dias en Agar Czapek Dox Modificado (Pronadisa, Espana) inundados con una 
soluciôn de suero salino esté ri I (9 g/l cloruro sôdico) con Tween-20 al 0,05%. La 
suspensiôn se recogiô tras rascar la superficie con una varilla de vidrio y se filtrô  a 
través de papel Whatman N ° l. La concentraciôn de las suspensiones se valorô por 
recuento microscôpico utilizando una camara de Thoma y, cuando fue necesario, se 
diluyeron hasta las concentraciones adecuadas con suero salino estéril.
Las suspensiones celulares de levaduras se prépara ron a partir de un cultivo de 
24 h en medio YMB. Las células se concentra ron por centrifugaciôn a 13000 rpm 
durante 5 min y se resuspendieron en soluciôn salina estéril. Al igual que en el caso 
anterior la concentraciôn celular fue estimada con un microscopio ôptico y una 
camara de recuento de Thoma.
3. METODOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE ESPECIES DE 
Aspergillus SECCIÔN CIRCUMDATI
3.1.- PCR CONVENCIONAL
3.1.1." Extracciôn de DNA fûnaico de cultivos ouros
Las distintas cepas de hongos se cultivaron en matraces de 100 ml que 
contenian 20 ml de caido Sabouraud (Pronadisa, Espana) a 28 °C durante 72 h en 
un agitador orbital (120 rpm). Posteriormente, los cultivos se filtraron a través de 
papel Whatman N°1 y los micelios obtenidos se conservaron a -80 °C hasta su 
procesamiento.
El aislamiento de DNA se llevô a cabo siguiendo los protocol os descritos por 
Querot et al. (1992) y Liu et al. (2000) partiendo de 100 mg de micelio triturado y 
homogeneizado con nitrôgeno liquido. Ambos protocolos se modificaron anadiendo 
50 \j\ de Zimoliasa 20T (1,5 mg/m l) (ICN Biomedicals, EEUU) y 50 pi de enzimas 
liticas de Trichoderma harzianum (2 m g/m l) (Sigma Aldrich, Alemania) al 
correspondiente tampon de lisis e incubando durante 1 hora a 37 °C. Una vez 
extraido el DNA genômico se conservé a -20 °C hasta su utilizaciôn.
La concentraciôn y pureza del DNA se déterminé con un espectrofotômetro 
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technoiogies, EEUU).
3.1.2 - Amplificaciôn de fraamentos de DNA mediante PCR
Todos los ensayos de PCR convencional se llevaron a cabo en un termociclador 
Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Alemania). Cada una de las reacciones 
de PCR contenia 100 ng de DNA molde, 1 pl de cada uno de los cebadores (20 pM),
2,5 pl de tampôn lOX (166 mM (NH4)2S04/ 670 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% Tween- 
20), 1 pl de MgClz (50mM), 0,2 pl de mezcla de dNTPs (lOOmM) (Ecogen, Espana) y 
0,15 pl de Taq polimerasa (5 U/pl) (Biotools, Espana). El volumen se complété con 
agua para biologia molecular (MO-BIO, EEUU) hasta 25 pl.
3.1.3.- Electroforesis de DNA
El analisis electroforético de DNA se realizô en geles horizontales de agarosa de 
alta temperatura de gelificaciôn (Bio-Rad, EEUU) al 2% en tampôn TAE (Tris- 
Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y anadiendo 1 pl de bromuro de etidio (1 pg/m l) por 
cada 20 ml de tampôn. Las muestras se disolvieron en tampôn de carga (glicerol 
50%, EDTA 1 mM pH 8, azul de bromofenol 0,25%) y se aplicaron 20 pl de muestra.
La electroforesis se llevô a cabo en tampôn TAE a voltaje constante y, una vez 
fnalizada, las muestras se visualizaron mediante irradiaciôn con luz UV (Sambrook 
il Russell, 2001) en un sistema de captaciôn de imégenes E-BOX (Vilber-Lourmat, 
Alemania). Los marcadores de peso molecular utilizados fueron GeneRuler^'^ 100 bp 
(lus DNA Ladder (Fermentas, Lituania) (rango de tamanos entre 100 pb y 3 kb), 
GeneRuler^"^ Low Range DNA Ladder (Fermentas, Lituania) (25-700 pb) y 2-log DNA 
ladder (New England Biolabs, Reino Unido)(100 pb-10 kb).
I.I .4 .-  Secuenciaciôn de la reaiôn ITS1-5.8S-ITS2 v del aen Btub
La amplificaciôn de la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 del DNA ribosômico se llevô a cabo 
itilizando los cebadores IT S l e ITS4 descritos por White et al. (1990) y el programa 
le amplificaciôn utilizado por Henry et al. (2000). Las secuencias parciales del gen 
jue codifica para la 6-tubulina (Btub) se obtuvieron para confirma r la identificaciôn 
le algunas cepas cuando se observaron discrepancias entre lo obtenido con los 
msayos de PCR disenados y la identificaciôn previa de la que se disponia. Se utilizô 
h pareja de cebadores Bt2a/Bt2b (Glass & Donaldson, 1995) y el siguiente 
(rotocolo de amplificaciôn: 1 ciclo de 5 min a 95 °C, 32 ciclos de 1 min a 95 °C 
(desnaturalizaciôn), 1 min a 68 °C (hibridaciôn) y 1 min a 72 °C (extensiôn) y una 
«xtensiôn final de 5 min a 72 °C. Las reacciones en ambos casos se realiza ron como 
•e describe en el apartado 3.1.2.
Tras la visualizaciôn de los productos de PCR en geles de agarosa, se llevô a 
(abo la purificaciôn de los mismos de la mezcla de reacciôn con el kit UltraClean'^^ 
lCR Clean Up (MO-BIO, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para la secuenciaciôn de los fragmentos obtenidos se utilizô el equipo ABI 
(RISM 3730 DNA Sequencer (Applied Biosystems, USA) de la Unidad de Genômica y 
froteômica de la Universidad Complutense de Madrid. Todos los productos fueron 
jmplificados en ambas direcciones utilizando la pareja de cebadores ITS1/ITS4 para 
b regiôn ITS1-5,8S-ITS2 y Bt2a/Bt2b para el gen Btub.
Los cromatogramas obtenidos se estudiaron con el programa Chromas Lite 2.01 
(Technelysium Pty Ltd, Australia) y las secuencias fueron analizadas y editadas 
itilizando el programa EditSeq® del paquete informatico DNASTAR 7.1 (Lasergene, 
EEUU). Ademas, se comprobô su grado de similitud con otras secuencias 
(epositadas en las base de datos mediante el paquete de programas BLAST 
(MtschuI et a!., 1997) ofrecidos gratuitamente en internet por el NCBI {National 
Center fo r Biotechnology Information, h ttp ://www.ncbi.n lm .n ih.gov/).
Todas las secuencias obtenidas en este trabajo fueron depositadas en la base 
de datos del EMBL {European Molecular Biology Laboratory, 
h ttp ://w ww .ebi.ac.uk/em bl/).
3.1.5.- Analisis flloaenético
Con todas las secuencias de los genes que codifican para la 6-tubulina y de las 
regiones ITS1-5,8S-ITS2 obtenidas de los distintos aislamientos, se llevô a cabo un 
analisis filogenético. Para la obtenciôn de los arboles se utilizô el programa PAUP 4.0 
(Sinauer Associates, EEUU), partiendo de las secuencias depuradas y alineadas con 
el programa BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999). Como elemento fuera de grupo se utilizô el 
aislamiento de A. carbonarius NRRL 4849 cuyas secuencias de ambas regiones (gen 
Btub e ITS1-5,8S-ITS2) fueron obtenidas de las base de datos.
Los arboles filogenéticos se construyeron utilizando un analisis de parsimonia. 
Este método se basa en analizar la variaciôn en algunos nucleôtidos entre las 
secuencias, denominados nucleôtidos filogenéticamente informativos. Se realizaron 
1000 réplicas con bùsqueda heunstica y adiciôn de secuencias al azar y el algoritmo 
utilizado fue el TBR {tree-bisection-reconnection). Para calcular la precisiôn de los 
agrupamientos encontrados se utilizô un analisis de bootstrap. Se realizaron 1000 
réplicas y se representaron las frecuencias mayores del 50% que apoyan los 
agrupamientos observados en los nodos de los arboles.
3.1.6.- Diseno de cebadores esoecîficos
Los cebadores especificos para las principales especies de Aspergillus 
productoras de OTA incluidas en la secciôn Circumdati se diseharon comparando las 
secuencias de la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 del DNA ribosômico obtenidas como se 
describiô en el apartado 3.1.4, con otras previamente accesibles en las bases de 
datos tanto de las especies de estudio como de otras especies o géneros de hongos 
filogenéticamente relacionados o que habitualmente contaminan los mismos 
productos. Estas secuencias fueron alineadas por el método ClustalW (Thompson et 
ai., 1994) utilizando el programa MegAlign® incluido en el paquete DNASTAR 7.1 
(Lasergene, EEUU). Los cebadores especificos se diseharon en regiones con mayor 
variabilidad de secuencia interespecifica pero donde no hubiera variabilidad entre 
las cepas de la misma especie.
La estructura de las parejas de cebadores disehadas se analizô con el programa 
PrimerSelect® del paquete informatico DNASTAR 7.1 (Lasergene, EEUU). Se intenté
evitar la formaciôn de bucles en los cebadores asi como las hibridaciones 
inespecificas entre ambos miembros de la pareja.
En la tabla 2.1 se refleja la secuencia de las parejas de cebadores especificos 
disenados para la detecciôn de A. westerdijkiae, A. ochraceus y A. steynii, 
WESTF/WESTR, OCRAF/OCRAR y STEYF/STEYR, respectivamente, asi como su 
temperatura de fusiôn y el tamano del amplicôn generado. Ademas, en la figura 2.1 
se muestra la localizaciôn de las parejas de cebadores especificos en un ejemplo de 
alineamiento de secuencias de la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 de una cepa de cada una 
de las principales especies ocratoxigenas del género Aspergillus.
A. steynii STEYFSTEYR
76
74 315 bp
5'-CCACGCGGCCGCCGGGGGAG-3'
5'-CGGGGGGGACGAGGACCCAAC-3'
A. ochraceus OCRAFOCRAR
64
66 430 bp
5 '-CM 1 1 ICI 1 1 IAGGGGGCACAG-3 ' 
5'-CAACCTGGAAAAATAGTTGGTTG-3'
A. westerdijkiae WESTFWESTR
64
64 430 bp
5-CTTCCTTAGGGGTGGCACAG-3'
5'-CAACCTGATGAAATAGATTGGTTG-3'
Tabla 2.1. Secuencia de los cebadores especificos utilizados para la detecciôn de las principales 
especies productoras de OTA incluidas en la secciôn Circumdati. Tm: Temperatura de fusiôn de los 
cebadores calculada segûn el método Marmur ''ijtmLii & Dot y,  1962 j.
3.1.7.- Ootimizaciôn de los ensavos de PCR esoecfficos
Los prog ramas de amplificaciôn utilizados con los cebadores especificos para la 
detecciôn de A. westerdijkiae y A. ochraceus se detallan en la tabla 2.2.
Ciclos Temperatura Tiempo Ciclos Temperatura Tiempo
Desnaturalizaciôn inicial 1 95 °C 5 min 1 95 oc 5 min
Desnaturalizaciôn
Hibridaciôn
Elongaciôn
22
95 °C 
63 °C 
72 °C
30 s 
30 s 
40 s
24
95 oc
62 oc
72 oc
30 s 
30 s 
40 s
Elongaclôn final 1 72 °C 5 min 1 72 oc 5 min
Tabla 2.2. Protocolos de amplificaciôn utilizados con las parejas de cebadores especificas para la 
detecciôn de A. westerdijkiae y A. ochraceus, WESTF/WESTR y OCRAF/OCRAR, respectivamente.
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CTGCGGAAG6ATCATTACTGAGTGASGGTCCCT- C6GGGCCCAACCTCCCACCCGTGTATACCGTACCTT6TT6CTTCG GCGAGCCCGCC 
CTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTT- -TQGGCCCAACCTCCCACCCGTGTCTATTGTACC- TGTTGCTTCGGCGGGCCCGCC  
CTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGG6TCCTT- -TGGGCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCC
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iT T G h CCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
T TG A CCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
It t g K c c t c g g a t c a g g t a g g g a t a c c c g c t g a a c t t a a q c a t a t c a a t a
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
TTGACCTCGGATCAGGTAGQGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
A. ochraceus 
A. steynii 
A. westerdijkiae 
A. carbonarius 
A. niger
A. ochraceus 
A. steynii 
A. westerdijkiae 
A. carbonarius 
A. niger
Figura 2.1. Localizaciôn de los cebadores especificos utilizados para la detecciôn de A. ochraceus 
(cuadros verdes), A. steynii (cuadros amarillos) y A. westerdijkiae (cuadros rosas) en un 
alineamiento de secuencias ITS1-5,8S-ITS2 de estas especies y otras dos importantes especies 
ocratoxigenas, A. niger y A. carbonarius.
Para la optimizacion del ensayo especifico para la detecciôn de A. steynii fue 
necesaria ia aplicaciôn de un programa de PCR en dos pasos (Grunenwald, 2003). 
En este caso, el protocolo de amplificaciôn constô de 5 min a 95 °C, 21 ciclos de 30 
s a 95 °C (desnaturalizaciôn) y 45 s a 72 °C (hibridaciôn y extensiôn) y, finalmente, 
5 min a 72 °C.
La correcta optimizaciôn de los ensayos se probô no sôlo en las especies de 
estudio, sino también en DNA aislado de especies cercanas filogenéticamente o que 
habitualmente contaminan los mismos sustratos. Todas las cepas ensayadas y su 
origen se detallan en la tabla 3.1 del apartado Resultados.
3.1.8.- Detecciôn de las principales esoecies ocratoxîaenas de la secciôn Circumdati 
en matrices alimentarias
Posteriormente, se comprobô la aplicabilidad de los ensayos de PCR disenados 
para la detecciôn directe de A. ochraceus, A. westerdijkiae y A. steynii en matrices 
alimentarias. Se eligieron dos productos que habitualmente se encuentran 
contaminados con micotoxinas como son el pimentôn y las harinas de cebada. En 
ambos casos, los muestreos se realizaron segûn dictaba la legislaciôn vigente en la 
Union Europea en aquel momento (Comisiôn Europea, 2006a).
Se analizaron 32 muestras de pimentôn (11 de pimentôn picante, 17 de 
pimentôn dulce y 4 de pimentôn dulce ahumado) facilitadas por empresas 
distribuidoras en Espana y que procedian de fàbricas envasadoras del producto 
localizadas en distintos paises. Las 30 muestras de harinas de cebada se recogieron 
en diferentes fàbricas espaholas productoras de cerveza de Castilla La Mancha (11), 
Castilla Leôn (8), Andalucia (2), Aragôn (7), Comunidad Valenciana (1) y 
Comunidad de Madrid (1).
Se pesaron 2 gramos de cada una de las muestras y se incubaron durante 1 y 2 
dias a 28°C en matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml de caido 
Sabouraud con cloranfenicol al 0,5% (Pronadisa, Espana) en un agitador orbital 
(120 rpm). Pasado el tiempo de incubaciôn, el contenido del matraz se filtrô con una 
bomba de vacio utilizando papel Whatman N°1 y el material retenido se conservô a 
-80 °C hasta el momento de su anàlisis.
Para el aislamiento de DNA genômico de las muestras se utilizô el kit comercial 
DNeasy Plant Mini Kit (QIAgen, Espana) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Se partiô de 100 mg de muestra homogeneizada con nitrôgeno liquido. También se 
realizô la extracciôn de DNA de las muestras sin incubar partiendo di recta mente de 
100 mg de producto. Los ensayos de PCR se realizaron como se ha descrito 
previamente para DNA fûngico puro pero utilizando 200 ng de DNA total en cada 
reacciôn. Cada una de las muestras se evaluô por triplicado.
3.2.- PCR A TIEMPO REAL
3.2.1.- Diseho de cebadores
El diseho de los cebadores especi'ficos para la detecciôn de A. westerdijkiae y A. 
ochraceus mediante PCR a tiempo real se llevô a cabo a partir de alineamientos de 
la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 tal y como se describiô previamente en la secciôn 3.1.6 de 
Materiales y Métodos.
Los cebadores se diseharon de manera que el tamano del amplicôn estiviera 
entre 75 y 200 pb que es lo indicado en ensayos de PCR a tiempo real en 
microbiologie de alimentes (Fairchild et al., 2005). Los cebadores especificos para la 
detecciôn de A. westerdijkiae y A. ochraceus OCRAQl (5'-GCACAGCGCTCGCCC-3') y 
0CRAQ2 (5'-CTGATTGCGATACAATCG-3') amplifican un fragmente de 76 pb de la 
regiôn ITS l de estas especies. La secuencia del cebador OCRAQL es 
complementaria a una zona en la cual se produce una g ran deleciôn en la egiôn 
ITS l en las especies de estudio pero no en ninguna de las otras esoecies 
filogenéticamente relacionadas, lo que aumenta la especificidad de detecciôn.
Ademas, se disenô una pareja de cebadores que amplifica una zona de la legiôn 
5,8S del DNA ribosômico. La secuencia de esta regiôn esta muy conservada m las 
distintas especies y géneros de hongos, por lo que se produce amplificacôn en 
todos los organismos utilizados en el estudio. Los cebadores 5,8S1 (5'- 
CGGCATCGATGAAGAACGC-3') y 5,8S2 (5'-CAATGTGCGTTCAAAGACTCG-3') 
amplifican una regiôn de 86 pb y se utilizaron para demostrar que la reaccôn de 
PCR a tiempo real se habia llevado a cabo correctamente cuando no habia présente 
DNA de ninguna cepa de A. ochraceus o A. westerdijkiae.
3.2.2.- Comorobaciôn de ia especificidad de ios cebadores
La especificidad de los cebadores 0CRAQ1/0CRAQ2 e universalidad de 
5,8S1/5,8S2 se comprobô por PCR convencional utilizando DNA de todas las cepas 
que aparecen en la tabla 3.1 de la secciôn Resultados, siguiendo los protocobs de 
extracciôn de DNA, amplificaciôn de DNA genômico y electroforesis de DNA eue se 
describen en el apartado 3.1 de esta secciôn.
El protocole de amplificaciôn para ambas parejas constaba de una 
desnaturalizaciôn inicial a 95 °C durante 4 min y 30 s, 24 ciclos de 30 s a 95 °C 
(desnaturalizaciôn), 20 s a 60 °C (hibridaciôn) y 35 s a 72 °C (elongacicn) y, 
finalmente una extensiôn final de 3 min a 72 °C.
3.2.3.- Extracciôn de DNA genômico para PCR a tiemoo reai
Para el aislamiento de DNA genômico de cultives de hongos para su evaliaciôn 
por PCR a tiempo real se utilizô el DNeasy Piant Mini K it (QIAgen, Espana) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Para comprobar el rendimiento del métope de 
extracciôn de DNA asi como si se obtenia un DNA puro y libre de inhibidoresde la 
reacciôn de PCR a tiempo real, se evaluaron cinco extracciones independientas de 
très cepas de hongos: A. ochraceus CECT 2093 y A. westerdijkiae CECT 2948 ) ALF.
Posteiormente, los DNAs se usaron como molde en las reacciones de PCR a tiempo 
real on los cebadores especificos 0CRAQ1/0CRAQ2 que se llevaron a cabo como se 
descrbe mas adelante. Previamente al aislamiento de DNA, todas las cepas se 
culti\aron y procesaron segun se describe en el apartado 3.1.1 de esta secciôn.
Ara la validaciôn del ensayo de PCR a tiempo real disehado también se realizô 
la exracciôn de DNA de matrices donde habitualmente se detectan estos hongos 
tanto natural es como contaminadas artificialmente. El protocolo se utilizô sin 
variaqones para la extracciôn de DNA genômico de granos de café verde pero en el 
caso Jel aislamiento de DNA de uvas tuvo que ser modificado debido a la compleja 
compsiciôn de la matriz. Por todo esto, se ahadiô polivinilpirrolidona (PVP para 
bioloq'a molecular, 360 kDa, Sigma-Aldrich, Espana) al 0,33% en la soluciôn AP2 
del kt utilizada en la fa se de precipitaciôn, para eliminar los compuestos fenôlicos 
preseites ( Malvick & Grunden, 2005).
El todos los casos se partiô de 100 mg de material pulverizado con nitrôgeno 
liquid) con ayuda de un mortero de cerémica. La concentraciôn y pureza del DNA se 
deteminô con un espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, 
i i ü ü .
3.2.4- En sa vos de PCR a tiempo real
Us ensayos de PCR a tiempo real se realizaron en un termociclador ABI PRISM 
7900IT (Applied Biosystems, Espana) en la Unidad de Genômica y Proteômica de la 
Univesidad Complutense de Madrid. Las reacciones se prépararon con la mezcla 
maesra SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Espana) que contiene 
no sôo el fluorôforo SYBR Green I, sino también un tampôn adecuado, dNTPs y una 
DNA lolimerasa termoestable en las concentraciones apropiadas.
ü composiciôn de la mezcla de reacciôn en un volumen final de 25 pl fue: 12,5 
pl ôeSYBR® Green PCR Master Mix, 1,2 pi de cada uno de los cebadores (5 pM), 5 
pl de DNA molde y 5,1 pl de agua para biologia molecular (MO-BIO, EEUU). El 
protoiolo de amplificaciôn utilizado fue el programa estandar del aparato: un ciclo 
inicial de 10 min a 95 °C seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. 
Todas las reacciones se llevaron a cabo por duplicado en microplacas de 96 pocillos 
(Micr(Amp® 96-weiiplates, Applied Biosystems, Espana).
3.2.5.- Ootimizacion del ensavo de PCR a tiemoo real
En primer lugar se construyo una curva estandar para determinar la eficacia de 
la reacciôn con los cebadores especificos 0CRAQ1/0CRAQ2. Para ello se utilizaron 
diluciones décimales de DNA de la cepa CECT 2093 de A. ochraceus desde 50 a 
5x10'^ ng/pl. Los valores de Cj se représenta ron frente al logaritmo de la 
concentraciôn de DNA inicial de cada diluciôn y se calculô la eficacia de la reacciôn 
en porcentaje (%E) a partir de la pendiente de la recta generada siguiendo las 
siguientes ecuaciones (Kubista et al., 2006):
2 — j^Q-l/pendiente
%E = (E -  1) X 100
Como ya se ha comentado, el fluorôforo SYBR Green I es capaz de unirse a 
cualquier DNA de doble cadena, por lo que es necesario comprobar la especificidad 
de los fragmentos amplificados mediante el anàlisis de la curva de disociaciôn. Se 
realizô al term inar el programa de PCR a tiempo real y el protocolo fue el siguiente: 
15 s a 95 °C, 15 s a 60 °C y después una rampa de 20 min en la que la 
temperatura aumentaba entre 60 y 95 °C. La apariciôn de un ùnico pico en la 
derivada negativa de la curva de disociaciôn es un indicador de la amplificaciôn de 
un solo fragmento en la reacciôn (Viljoen et al., 2005).
3.2.6.- Comorobaciôn de la especificidad de! ensavo
La especificidad del ensayo para la detecciôn de A. ochraceus y A. westerdijkiae 
y la no inhibiciôn de la reacciôn por DNA de otros hongos fue también estudiada en 
ensayos de PCR a tiempo real usando DNA genômico de especies que habitualmente 
contaminan las mismas matrices alimentarias. Se realizaron dos grupos de muestras 
que se evaluaron por separado y que contenian DNA de A. westerdijkiae CECT 2948 
o A. ochraceus CECT 2093 y A. fiavus M12hipl0, A. tubingensis Bo75, A. 
carbonarius 242, Peniciiiium coryiophiium  CECT 2270 y Fusarium thapsinum  F4094 
en distintas concentraciones. La composiciôn asi como la proporciôn de los DNAs 
utilizados en cada una de las muestras se detallan en las tablas 3.3 y 3.4 de la 
secciôn Resultados.
Los valores de Cj obtenidos se interpolaron en la curva estàndar para 
comprobar si el método podia utilizarse para realizar una aproximaciôn cuantitativa 
de la contaminaciôn por A. ochraceus y A. westerdijkiae.
Ademas, las mismas mezclas se evaluaron con los cebadores 5,8S1 y 5,8S2 
para comprobar la presencia de DNA amplificable en las mezclas de las otras 
especies distintas a las de estudio.
3.2.7.- Estudio de la inhibiciôn del ensavo por la presencia de DNA del hosoedador
Con las cinco extracciones independientes de DNA realizadas a partir de cultives 
puros de dos cepas de A. westerdijkiae (CECT 2948 y ALF) y una de A. ochraceus 
(CECT 2093), se évalué la inhibiciôn de la reacciôn por la presencia del DNA del 
hospedador. Se utilizaron dos productos agncolas que habitualmente estan 
contaminados por estas especies como son el café verde y las uvas. Para este 
estudio se utilizaron granos de café verde {Coffea arabica L.) de origen Brasil y uvas 
blancas {Vitis vinifera L.) de la variedad Vinalopô (Alicante, Espana).
Se estudiaron los resultados del ensayo de PCR a tiempo real disehado con la 
pareja 0CRAQ1/0CRAQ2 de las extracciones antes citadas, en très situaciones 
diferentes: DNA del hongo diluido 1:1 en tampôn de eluciôn (TE), mezcla 1:1 del 
DNA del hongo con DNA de uvas no contaminadas (5 ng/pl) y mezcla 1:1 del DNA 
del hongo con DNA de granos de café verde no contaminados (5 ng/pl).
Los valores de Cj obtenidos en las très situaciones diferentes se compara ron 
utilizando el software estadistico SPSS 14.0 (IBM-SPSS, EEUU) aplicando el 
correspondiente test T-student para muestras relacionadas. El nivel de significaciôn 
se estableciô como p<0,05.
3.2.8.- Detecciôn de A. westerdiikiae v A. ochraceus en muestras artificialmente 
contaminadas
Las uvas y los granos de café verde que se utilizaron en el ensayo se 
descontaminaron superficialmente mediante inmersiôn en etanol absolute durante 5 
minutes seguida de un aciarado en agua destilada estéril. Se dejaron secar al aire y, 
posteriormente, 2 g de estos productos se contaminaron con 1 ml de suspensiones 
de esporas del hongo preparadas segûn el apartado 2 de Materiales y Métodos. Se 
utilizaron très concentraciones de esporas: 10^, lO'^ y 10® esporas/ml y très cepas 
diferentes, A. westerdijkiae CECT 2948 y ALF y A. ochraceus CECT 2093.
Las muestras inoculadas se incubaron a 28 °C durante 8, 16 y 24 horas antes 
de la extracciôn de DNA genômico como se describe en el apartado 3.2.3. También 
se analizaron muestras inoculadas sin incubar y como control negativo se utilizaron 
matrices a las que se incorporé 1 ml de suero salino y que se incubaron siguiendo el 
mismo procedimiento.
4. ANALISIS DE LA PRODUCCION DE OCRATOXINA A EN ESPECIES DE 
AspergiÊius SECCIÔN CIRCUMDATI
4 .1 .- CONDICIONES DE CULTIVO
Para estudiar la capacidad de producir OTA en algunas de las especies incluidas 
en la secciôn Circumdati, se analizaron 9 aislamientos de A. ochraceus, 10 de A. 
steynii, 18 de A. westerdijkiae y 6 de A. elegans. Los nombres de las cepas asi 
como su origen se encuentran detallados en la tabla 3.6 de la secciôn resultados.
El medio elegido para llevar a cabo el ensayo fue CYA, compuesto por Agar 
Czapek Dox (45,4 g /l) y extracto de levadura (5 g /l), al ser uno de los mas 
comünmente utilizados para inducir la producciôn de OTA en estas especies. Una 
g Ota de 1,5 pl de una suspensiôn 10^ esporas/ml de cada uno de los hongos se 
depositô en el centro de la plaça y se incubaron durante 7 dias a 28 °C. Cada cepa 
se analizô en dos plaças independientes.
4.2.- Ex t r a c c iô n  de  q c r a to x in a  A
La extracciôn de OTA del medio se llevô a cabo siguiendo el protocolo descrito 
por Bragulat et al. (2001). Se extrajeron très discos de agar del extremo, medio y 
centro de la zona de crecimiento del hongo utilizando sacabocados de 5 mm de 
diametro. Los discos se introdujeron en tubos eppendorf de 2 ml y se anadiô 1 ml 
de metanol para cromatografia preparativa (Merck, Espana). Los tubos se agitaron 
con vortex y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente repitiendo la 
homogeneizaciôn cada 15 minutes. Tras ello, se filtra ron a través de filtres de 
jeringa MIN IS ART de 45 pm de pore (Sartorius, Espana) y los extractos se 
guardaron a -20 °C hasta el momento del anàlisis.
4.3.- CUANTIFICACIÔN DE OCRATOXINA A
La concentraciôn de OTA en los extractos se midiô por cromatografia liquida de 
alta eficacia (HPLC) siguiendo el método definido por la Organizaciôn Internacional 
para la Estandarizaciôn que se refleja en la norma ISO 15141-1 (ISO, 1995a; ISO, 
1995b). Se utilizô una columna de fase reversa Tracer Extrasil 0DS2 de 
octadecilsilano (C-18, 250 mm x 4.6 mm, 5 pm) (Teknokroma, Espana) a 45 °C en 
un sistema Perkin Elmer Series 200 acoplado a un detector de fluorescencia (Perkin 
Elmer, EEUU) con una longitud de onda de excitaciôn y emisiôn de 330 y 470 nm, 
respectivamente. La fase môvil contenia fosfato monopotàsico 4 mM pH 2,5 y
metanol (33:67) y la tasa de flujo fue de 1 m l/m in. La OTA fue eluida y cuantificada 
comparando con una recta de calibracion generada con diluciones de estandares de 
OTA (OEKANAL®, Sigma-Aldrich, Alemania).
El limite de detecciôn del método fue de 0,1 pg/L de extracto inyectado en el 
aparato, lo que se traduce en que la menor cantidad de OTA que se podfa détectar a 
partir de extracciones de plaças de medio sôlido era de 5 x 10"* pg/g de agar.
5. EFECTO DE FACTORES ECOFISIOLÔGICOS EN EL CRECIMIENTO, LA 
PRODUCCIÔN DE OCRATOXINA A Y LA ESPORULACIÔN EN A. w esterdijkiae  
Y A. steynii
5.1 .- CONDICIONES DE CULTIVO
Para estudiar el efecto de la temperatura y la a^, los hongos se inocularon en 
medio CYA como se describe mas adelante. Ademas, se estudiô el efecto de estos 
dos factores ecofisiolôgicos en medios basados en matrices alimentarias como son 
pimentôn dulce {Capsicum annuum, Espana), café verde {Coffea arabica, Brasil), 
uva blanca {Vitis vinifera, variedad Vinalopô, Espana), anis {Pimpinella anisum, 
Espana), cebada {Hordeum vulgare, Espana) y maiz {Zea mays, Espana). Se 
prépara ron extractos de cada matriz al 6% hirviendo 60 g de cada producto, 
previamente molidos, durante 30 min en 1 I de agua destilada. Las infusiones se 
filtraron a través de varias capas de gasa de algodôn y se volvieron a enrasar hasta 
1 I. Los extractos se guardaron a -20 °C hasta su utilizaciôn.
El medio de cultivo se préparé diluyendo a la mitad el extracto de las matrices y 
anadiendo 20 g/l de agar bacteriolôgico (Pronadisa, Espana). La aw se modified con 
glicerol, un soluto no iônico {Dailyn & Fox, 1980) hasta obtener niveles de 0,928, 
0,964, 0,995. Las condiciones logradas en este ultimo caso son las que se utilizaron 
como control.
Se seleccionaron dos cepas de A. westerdijkiae, CECT 2948 y 3.58, y dos de A. 
steynii, 3.53 y Aso2, para llevar a cabo estos ensayos. Se prépara ron suspensiones 
de esporas de cada una de las cepas con una concentraciôn de 10^ esporas/ml 
segûn se describe en el Apartado 2 de esta secciôn y se sembraron 2 pl de cada una 
de ellas en el centro de las plaças. Para comprobar el posible efecto de la 
temperatura se hicieron très grupos que se incubaron a 20, 24 y 28 °C. Cada cepa 
se sembrô en dos plaças independientes para cada una de las condiciones de 
temperatura y a^.
5.2.- MEDIDA del crecimiento fûngico y PRODUCCION DE OCRATOXINA A
El crecimiento de los hongos se va loro después de 10 dias de incubaciôn 
midiendo dos diametros perpendiculares y haciendo la media de los mismos hasta 
que la colonia alcanzô el borde de la plaça.
La concentraciôn de OTA en el medio de cultivo se valorô después de 10 dias de 
incubaciôn siguiendo los pasos descritos en los apartados 4.2 y 4.3 de la secciôn 
Materiales y Métodos.
5.3.- VALORACIÔN de la ESPORULACIÔN
El efecto de la temperatura y la a^ sobre la esporulaciôn fûngica se valorô en los 
medios basados en matrices alimentarias. Tras 10 dias de incubaciôn, se extrajeron 
3 discos de agar adyacentes a los utilizados para la medida de la concentraciôn de 
OTA con un sacabocados de 5 mm de diametro. Los discos se introdujeron en un 
tubo Eppendorf de 2 ml y se ahadiô 1 ml de suero salino estéril con Tween-20 al 
0,05%. Las esporas se sépara ron mecanicamente del agar mediante agitaciôn con 
vortex y la concentraciôn de esporas en el extracto se valorô por microscopia 
usando una camara de recuento de Thoma.
El estudio de la esporulaciôn solo se realizô en las condiciones con una a^ de 
0,964 y 0,995 debido a que en la a^ mas baja de las evaluadas no habia micelio 
suficiente para la extracciôn de très discos de agar aparté de los utilizados para la 
evaluaciôn de la producciôn de OTA.
5.4.- ANÀLISIS ESTADISTICO
Para el anàlisis estadistico de los datos se usô el programa SAS® 9.1 (SAS 
Institute Inc., EEUU). Las variables estudiadas no seguian una distribuciôn normal, 
por lo que se aplicaron métodos no paramétricos para su estudio. En el caso de la 
comparaciôn entre especies, entre cepas de una misma especie y en otros casos 
donde ûnicamente habia dos niveles, se utilizô el test de suma de rangos de 
Wilcoxon, mientras que el resto de variables se analizaron mediante el test de 
Kruskall-Wallis. Cuando, en este caso, se encontre ron diferencias estadisticamente 
significativas se utilizô un test no paramétrico de comparaciones mûltiples. En todos 
los casos se estableciô el nivel de significaciôn en p<0,05.
Al aplicar test no paramétricos no se pudo realizar el estudio de la interacciôn 
entre variables.
6. ESTUDIO DE LOS GENES IMPLICADOS EN LA BIOSINTESIS DE 
OCRATOXINA A EN A. westerdijkiae  y A. steynii
6.1.- Ensayos de pcr convencional para el estudio de los genes oks y d450-B03
Se realizaron ensayos de PCR convencional con cebadores especificos para los 
genes pks (O'Callaghan et al., 2003) y p450-B03 (O'Callaghan et al., 2006) para 
determinar si el aislamiento utilizado por los autores en la descripciôn de estos 
genes debena ser re-clasificado. En el caso de la amplificaciôn del gen pks se 
utilizarô la pareja de cebadores PKS4-K0F/PKS4-F0R disenados por O'Callaghan et 
al. (2003) y el siguiente protocolo de amplificaciôn: 5 min a 95 °C, 35 ciclos de 30 s 
a 95 °C, 1 min a 62 °C y 2 min y 30 s a 72 °C, y, como elongaciôn final, 7 min a 72 
oc. Los cebadores OCRAp450-lF (5'-GCTTAATACGGTGGTCTACGAG-3') y 
OCRAp450-2R (5'-CTAAGGCACGTACCAAGTATGG-3') fueron disenados a partir de la 
secuencia compléta del gen p450-B03 obtenida por Gonzalez Salgado (2009). El 
programa utilizado comprendia una desnaturalizaciôn inicial de 5 min a 95 oc 
seguida de 40 ciclos de 1 min a 95 oc (desnaturalizaciôn), 1 min a 52 oc 
(hibridaciôn) y 2 min a 72 oc (extensiôn). El programa finalizaba con una extensiôn 
de 10 min a 72 oc.
Se evaluô DNA genômico de todas las cepas de A. ochraceus, A. westerdijkiae y 
A. steynii que se detallan en la tabla 3.6 de la secciôn Resultados. Los aislamientos 
de DNA, las reacciones de PCR asi como la visualizaciôn de los resultados se 
llevaron a cabo como se describe en los apartados 3.1.1, 3.1.2 y 3.1.3 de la secciôn 
Materiales y Métodos.
6.2.- Anàlisis de la expresiôn de los genes oks. d450-B03. aoksl y nros en A.
6.2.1.- Material biolôaico utilizado v condiciones de cultivo
Se eligieron dos cepas ocratoxigenas de A. westerdijkiae, CECT 2948 y 3.58, 
para el analisis de la expresiôn de los genes descritos como implicados en la ruta de 
sintesis de OTA. Los ensayos se realizaron en medio CYA, ya que es comünmente 
utilizado para estudiar la producciôn de los aislamientos, y en la superficie de las 
plaças se colocô un celofan estéril (P400, Cannings Ltd, Reino Unido) para facilitar la 
retirada del micelio. Se sembraron 2 pl de suspensiôn de esporas (10^ esporas/ml) 
en el centro de las plaças y se incubaron entre 3 y 8 dias antes de la extracciôn de
RNA. Ademas se analizô de igual manera la expresiôn de estos genes en una cepa 
no productora de OTA, 3.38, en medio CYA.
6.2.2.- Extracciôn de RNA
Para el aislamiento de RNA total de cultivos fûngicos se empleô el RNeasy Plant 
Mini Kit (QIAgen, Espana) siguiendo las instrucciones del fabricante, partiendo de 
100 mg de micelio homogeneizado y pulverizado con nitrôgeno liquido en un 
mortero de cerémica. Para eliminar las posibles trazas de DNA que pudieran quedar 
en el proceso de purificaciôn, se llevaron a cabo dos tratamientos con DNasa I con 
el kit RNase-Free DNase Set (QIAgen, Espana) durante 20 minutes cada uno.
La concentraciôn y pureza del RNA se determinô con un espectrofotômetro 
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, EEUU).
6.2.3.- Smtesis de cDNA
La sintesis de cDNA se normalizô partiendo en todas las muestras de 1 pg de 
RNA total purificado. La reacciôn de transcripciôn inversa se llevô a cabo en un 
volumen de 20 pl y la mezcla estaba compuesta por 4 pl de tampôn 5X, 2 pl de DTT 
100 mM, 2 pl de dNTPs 10 mM, 3 pl de hexameros al azar 200 pg/ml (Promega 
Biotech, Espana), 1 pl de transcriptasa inversa 50 U/pl (Roche, Alemania) y agua 
libre de RNasa hasta completar el volumen de la reacciôn. El protocolo de 
retrotranscripciôn se llevô a cabo en un Eppendorf Mastercycler Gradient 
(Eppendorf, Alemania) y el programa constaba de dos pasos, uno inicial de 10 min a 
30 °C (hibridaciôn) y posteriormente 45 min a 42 °C que es la temperatura ôptima 
de acciôn de la enzima.
Para descartar la contaminaciôn con DNA y comprobar la integridad del cDNA, 
se amplified el gen de la calmodulina mediante PCR convencional utilizando la pareja 
CALM F (5'-GGCCAGATCACCACCAAG-3') y CALMR ( 5'-TCACGGATCATCTCATCGAC-3') 
(Gonzélez-Salgado, 2009). Estos cebadores amplifican una regiôn del gen de la 
calmodulina de algunas especies del género Aspergillus y contiene en su interior un 
intrôn. Por ello en el caso de usar como molde DNA genômico se obtiene una banda 
de 370 pb mientras que en el cDNA es de 300 pb. Estas bandas son facilmente 
distinguibles en un gel de agarosa.
Las mezclas de la reacciôn de PCR se llevaron a cabo como se describe en el 
apartado 3.1.2 de esta secciôn con la diferencia de que ûnicamente se utilizaron 0,6 
pl de cDNA y el volumen final de 25 pl se completô con agua para biologia 
molecular. El programa de amplificaciôn constaba de una desnaturalizaciôn inicial a
95 °C durante 4 min y 30 s, seguida de 29 ciclos con 30 s a 95°C 
(desnaturalizaciôn), 30 s a 56 °C (hibridaciôn) y 40 s de extensiôn a 72 °C. 
Finalmente se realizaba un paso de extensiôn final de 5 min a 72 °C. Los productos 
se visualizaron en geles de agarosa al 2% segûn se describe en el apartado 3.1.3 de 
Materiales y Métodos.
6.2.4.- Cuantificaciôn de la expresiôn aénica mediante PCR a tiempo real
Para cuantificar la expresiôn de los genes que previamente se habian descrito 
como implicados en la smtesis de OTA en A. westerdijkiae se utilizô la técnica de 
PCR a tiempo real. Los cebadores para la amplificaciôn de los genes implicados en la 
smtesis de OTA se diseharon en base a la secuencia obtenida de las bases de datos 
con el nûmero de acceso que se proporciona en los trabajos donde se describen 
dichos genes. Para el diseho de los cebadores que amplifica ban el gen que codifica 
para la 6-tubulina {Btub) (gen constitutive) se utilizaron alineamientos de las 
secuencias obtenidas con la pareja Bt2a/Bt2b segûn lo descrito en el apartado 3.1.4 
de la secciôn Materiales y Métodos. Las secuencias de todos los cebadores utilizados 
se muestran en la tabla 2.3.
Los ensayos de PCR a tiempo real se llevaron a cabo en las mismas condiciones 
que se describen en el apartado 3.1.4 pero en este caso se modified la composiciôn 
de la mezcla de reacciôn para ajustarla a un volumen de 20 pl. Cada pocillo de la 
plaça contenia 10 pl de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Espaha),
2,6 pl de agua para biologia molecular, 1,2 pl de cada cebador de la pareja a una 
concentraciôn 5 pM y 5 pl de una diluciôn 1:3 del cDNA preparado como se describe 
en el apartado anterior.
B-tubulina (Btub) BTUBOCRAFBTUBOCRAR
5-CTTCCGGTGGCAAGTATGTTC-3'
5'-CATGGTACCGGGCTCAAGAT-3' -
Poliquétido sintasa (pks) PKSOCRAFPKSOCRAR
5'-CCCAGCGATAACGCACTGA-3'
5'-ATGGCGGTGCGGAGAGT-3'
O'Callaghan e t  
a/., 2003
Citocromo p450 
monooxigenasa (p450-B03)
OCRAp450F
P450OCRAR
5'-TTTGGCATTGCGGAACTTTAC-3'
5'-CATGTCAAACGTGCGGAAGA-3'
O'Callaghan et 
a/., 2006
Sintasa de péptidos no 
ribosomales (nrps)
NRPSq-F
NRPSq-F
5'-GGGAAATGTCAGATAAACGTGT-3'
5'-CGCGCCGACTGGAACCAAT-3'
Gonzàiez- 
Salgado, 2009
Poliquétido sintasa (aoksl) Qpks2WESTFQpks2WESTR
5'-CCAATCTGGGAGATTTGGCATG-3'
5'-CACGCCTCGCGACTTCCTC-3'
Bâcha et  
a/.,2009
Tabla 2.3. Parejas de cebadores utilizadas para el estudio de la expresiôn de genes implicados en la 
smtesis de OTA en A. westerdijkiae. En la tabla se reflejan los nombres y secuencia de los mismos 
asi como la referenda del trabajo donde se describiô por primera vez la secuencia compléta de los 
genes.
El analisis de la expresiôn de los genes se realizô utilizando el método de 
cuantificaciôn relativa o 2 '^ ^  descrito por Livak & Schmittgen (2001) utilizando 
como normalizador la expresiôn del gen constitutive Btub. Para todas las parejas de 
cebadores se construyô una curva estandar (Apartado 3.2.5 de Materiales y 
Métodos) para calcular la eficacia de la reacciôn ya que este método no se puede 
aplicar si la diferencia entre la eficacia del gen constitutive y el estudiado es de mas 
de un 10% (Schmittgen & Livak, 2008).
6.2.5.- Anàlisis estadfstico
Para determinar si existi'an diferencias significativas en la expresiôn de los 
genes, se realizô la comparaciôn de cada una de las cepas productoras con el 
correspondiente control de no producciôn utilizando el programa SPSS 14.0 (IBM- 
SPSS, EEUU). Debido a que los datos no cumplian los criterios de normalidad y/o 
igualdad de varianzas, se aplicô el test estadfstico conocido como U de Mann- 
Whitney con el que se valoraron las diferencias entre la expresiôn de los genes en 
cada cepa productora y la no productora. En todos los casos se estableciô un nivel 
de significaciôn p<0,05.
6 .3 .-  Caraçteriz/^ i 6 n_de_g ^ es ^ pjjçadqs_enj^ ruj^ [ ^ slniesl^ ^  en a
stevnii
6.3.1.- Obtenciôn de la secuencia compléta de un aen que codifica para una 
citocromo p 4 5 0  monooxiaenasa impücada en la smtesis de ocratoxina A
6.3.1.1.- CLONACIÔN DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR PCR
Mediante la técnica de PCR convencional con la pareja de cebadores 
OCRAp450F y p450OCRAR y las condiciones descritas en el apartado 3.2.2 de la 
secciôn Materiales y Métodos, se consiguiô amplificar un fragmento de 58 pb en 
distintas cepas de A. steynii. Este fragmento se clonô utilizando el TOPO TA 
Cloning® K it for Sequencing (Invitrogen, Reino Unido) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Este kit es ampliamente utilizado para la clonaciôn di recta de 
productos frescos de PCR gracias al residuo de desoxitimidina del vector pCR®4- 
TOPO que hace que se ligue eficazmente al producto de PCR por el residuo de 
desoxiadenosina que ahaden las Taq polimerasas en el extremo 3' de los mismos. 
Posteriormente, con el plasmido que portaba el fragmento de interés se llevô a cabo 
la transformaciôn de células compétentes de E. coli DH5o (TOPOlO One Shot®). La 
selecciôn de transformantes se llevô a cabo en plaças de medio LB (Pronadisa, 
Espaha) suplementado con Ampicilina (50 pg/m l).
La presencia del inserto fue confirmada mediante PCR de las colonias obtenidas 
utilizando los cebadores M13 Forward (-20) y M13 Reverse suministrados en el k it y 
siguiendo el protocolo de amplificaciôn descrito por el fabricante.
6.3.1.2.- AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO
Las colonias positivas seleccionadas se cultiva ron en tubos de caIdo LB 
suplementado con Ampicilina (50 pg/m l) durante toda la noche a 37 °C con 
agitaciôn (200 rpm). Alicuotas de 200 pl de estos cultivos de alta densidad celular 
se conservaron a -80 °C en glicerol al 15%. Ademas, a partir de 5 ml de cultivo se 
llevô a cabo el aislamiento de DNA plasmi'dico utilizando el kit NucleoSpin® Plasmid 
(Cultek, Espana) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentraciôn de DNA 
plasmidico obtenido se valorô utilizando el espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000 
(NanoDrop Technologies, EEUU).
La secuenciaciôn de los fragmentos insertados en el vector plasmidico se realizô 
en ambas direcciones utilizando los cebadores M13 Forward (-20) y M13 Reverse 
segun se describe en el apartado 3.1.4 de esta secciôn.
6.3.1.3.- 5'-RACE
El fragmento de 58 pb obtenido como se describe anteriormente se alineô con la 
secuencia del gen p450-B03 de A. westerdijkiae y se dedujo que se debia encontrar 
en el extremo 3' de un gen (p450ste) que codificara para una citocromo p450 
monooxigenasa en A. steynii que podria estar implicada en la ruta de smtesis de 
OTA en esta especie. Por ello, se eligiô la técnica denominada 5'-RACE {Rapid 
Amplification o f 5 ' complementary cDNA ends) (Fro h man et al., 1989). En primer 
lugar y partiendo del RNA total, se realiza la retrotranscripciôn usando un cebador 
especifico del fragmento (GSPl). Posteriormente, se produce la adiciôn de una cola 
homopolimérica de citosinas usando una transferasa terminal y, por ultimo, se 
amplifica el cDNA de interés usando un cebador especifico (GSP2) y otro 
complementario a la cola homopolimérica ahadida. En la figura 2.2 se puede ver un 
esquema del proceso.
Para la obtenciôn de la secuencia compléta del gen se utilizô el kit comercial 5 ' 
RACE System for Rapid Amplification o f cDNA Ends (Invitrogen, Reino Unido) 
siguiendo las especificaciones del manual. Se partiô de 3 pg de RNA total (ver 
apartado 6.2.2) aislado de un cultivo de A. steynii 3.53 en medio CYA tras 5 dias de 
incubaciôn. La secuencia de los cebadores GSPl y GSP2 asi como su posiciôn 
relativa en la secuencia de 58 pb de la que se partiô se muestran en la figura 2.3.
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Figura 2.2. Representaciôn esquemética del protocolo ti'pico de 
la técnica 5'-RACE.
El programa utilizado para la PCR anidada Nevada a cabo con los cebadores AAP 
y GSP2 se componia de un paso inicial de 5 min a 94 °C, 30 ciclos de 45 s a 94 °C 
(desnaturalizaciôn), 45 s a 64 °C (h ibridaciôn) y 2 min a 72 °C (extensiôn), y un 
ciclo final de 7 min a 72 °C.
5' TTTGGCATTTGCGGAKcTTTACATGGCTGTTGCCACGblFcTTCCGCACGTTTGACkTG 3
GSP2 G SPl
5'-CGTGGCAACAGCCATGTAAAGT- 3' 5'-GTCAAACGTGCGGAAGA-3'
Figura 2.3. Cebadores GSPl y GPS2 utilizados en la técnica de S'-RACE 
para la obtenciôn de la secuencia compléta del gen p450ste de A. steynii.
6.3.1.4.- EXTRACCION Y CLONAJE DE BANDAS DE DNA DE GELES DE AGAROSA
Para la purificaciôn del gel de la banda mayoritaria obtenida tras la técnica S'- 
RACE se utilizô el QIAquick Gel Extraction K it (QIAgen, Espaha) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El clonaje de la banda extrafda se realizô utilizando el 
sistema pGEM®-T Easy Vector II (Promega Biotech, Espaha) siguiendo los pasos 
indicados en el protocolo recomendado. En este caso, el inserto se uniô al vector 
pGEM®-T Easy utilizando la enzima DNA ligasa del fago T4. Posteriormente, se llevô 
a cabo la transformaciôn de células compétentes de E. coli JM109 y la selecciôn de 
transformantes se realizô en plaças de medio LB (Pronadisa, Espaha) suplementado 
con Ampicilina (50 pg/ml) donde se extendieron 100 pl de IPTG 100 mM y 50 pl de 
X-Gal 20 mg/ml (Sambrook & Russel, 2001).
La presencia del inserto fue confirmada mediante PCR de las colonias blancas
obtenidas utilizando los cebadores universales SP6 y T7 y el protocolo de
amplificaciôn descrito en Sambrook & Russe! (2001).
Una vez seleccionados los clones que tenîan el vector donde estaba insertado el 
fragmento de interés se procediô a la extracciôn de DNA plasmidico y a la 
secuenciaciôn del fragmento con los cebadores SP6 y T7 tal y como se describe en 
el apartado 6.3.1.2.
6.3.2.- Estudio de otros aenes implicados en la smtesis de ocratoxina A en A. stevnii
Se llevaron a cabo ensayos de PCR convencional utilizando DNA de A. steynii, y 
cebadores previamente descritos basados en genes que codifican para genes 
implicados en la smtesis de OTA en otras especies.
En el apartado 6.1 de Materiales y Métodos se describe la secuencia de los
cebadores y las condiciones empleadas para la amplificaciôn de el gen pks descrito
por O'Callaghan et al. (2003).
En el caso de la amplificaciôn del gen aoksl descrito por Bacha et al. (2009) se 
utilizaron los cebadores Aoksl y Aoksl R utilizados por los autores y que amplifican 
un fragmento de 1100 pb en A. westerdijkiae. El programa de amplificaciôn 
consistiô en una desnaturalizaciôn inicial de 5 min a 95 °C, 33 ciclos de 45 s a 95 
°C, 1 min a 61 °C y 2 min a 72 °C, terminando con una extensiôn final de 7 min a 
72 °C.
Geisen  et al. (2006) describieron un gen de 951 pb en P. nordicum  que 
codificaba para una enzima cloroperoxidasa y cuyos niveles de expresiôn se 
correlacionaban con la producciôn de OTA por el hongo. A partir de esa secuencia se
diseharon los cebadores otachl-F (5'-ATCGGGATCGGGTAGACGAAGAA -3') y otachl-R 
(5'-CCTTATCGCCGCTGGTATTCT -3') que amplifica ban una region de 500 pb de este 
gen y se ensayaron con las siguientes condiciones de amplificaciôn: 5 min de 
desnaturalizaciôn inicial a 95 30 ciclos de 45 min a 95 °C, 1 min a 53 °C y 2 min
a 72 °C y, finalmente, 10 min a 72 °C.
Si en las reacciones de PCR convencional se obtuvo una unica banda cuando se 
realizaba la amplificaciôn de DNA de A. steynii se llevo a cabo el clonaje de los 
fragmentos amplificados y su posterior secuenciaciôn tal y como se describiô en el 
apartado 6.3.1.1 de esta secciôn. En el caso de que se obtuviera mas de una banda 
se procediô a su extracciôn del gel y a su clonaje y secuenciaciôn como se describe 
en el apartado 6.3.1.4 de Materiales y Métodos.
Si al comparar las secuencias con las de las bases de datos se obtenia una 
elevada identidad con genes que tuvieran funciones relacionadas con la ruta de 
sintesis de OTA se diseharon cebadores para PCR a tiempo real y se llevô a cabo el 
analisis de la expresiôn génica siguiendo el mismo protocolo descrito para A. 
westerdijkiae (apartado 6.2 de la secciôn Materiales y Métodos). Las secuencias de 
estos cebadores se detallan en el correspondiente apartado de la secciôn 
Resultados. Asimismo, en los casos donde se encontre ron problèmes para la 
amplificaciôn de fragmentos pequehos para PCR a tiempo real se analizô la 
estructura secundaria de la secuencia de los genes mediante el programa MFOLD®
3.5 (Universidad de Washington, EEUU).
Los ensayos de PCR a tiempo real se realizaron a partir de cultivos de dos cepas 
productoras de A. steynii, 3.53 y Aso2, asi como con una cepa no productora, CBS 
112813. Los protocol os de cultivo, extracciôn de RNA, smtesis de cDNA y anàlisis de 
la expresiôn génica asi como el estudio estadfstico, coinciden con los realizados en 
el caso de A. westerdijkiae y se detallan en el apartado 6.2 de esta secciôn.
7. CONTROL BIOLÔGICO DE A. westerdijkiae  CON LEVADURAS. ESTUDIO DE 
D. hanseniiCYC  1244 COMO UN POSIBLE AGENTE DE BIOCONTROL
7.1.- Selecciôn de candidatos a agentes biocontrol frente a A. westerdiikiae
Las 16 cepas de levaduras que se probaron como posibles agentes de control 
biolôgico frente a A. westerdijkiae en ensayos en plaça se muestran en la tabla 2.4.
CYC 1021 Salmuera de aceltuna
CYC 1244 Almibar de pera
ueDaryomyces nansenu
CECT 10380 Higo
CECT 10386 Ciruela
CYC 1172 Zumo de naranja
Saccharomyces cerevisiae
CYC 1174 Zumo de naranja
CYC 1176 Yogur natural
CYC 1177 Yogur de f ruta s
Torulaspora delbrueckii
CECT 10589 Mosto de uva
CECT 10676 Uva
L3 Manzana
Metschnikowia pulcherrima L4 Manzana
L4.1 Manzana
Zygosaccharomyces rouxii CYC 1150 Concentrado de almidôn
Pichia anomala CECT 1114 Desconocido
Pichia membranifaciens CYC 1070 Salmuera de aceltuna
Tabla 2.4. Cepas de levadura utilizadas en el ensayo inicial de biocontrol frente a A. 
westerdijkiae. Se muestra la especie a la que pertenecen y de donde fueron aisladas. 
CYC= Complutense yeast coiiection) CECT= Colecciôn espanola de cultivos tipo.
El ensayo inicial se llevô a cabo en plaças de medio YMA-MB (YMA con 0,5 mg/l 
de azul de metileno) suplementado con un 6% de cloruro sôdico a pH 4,5 
tamponado con 0,2 M de tampôn citrato/fosfato. Se prépara ron suspensiones de 
esporas (10"  ^ esporas/ml) (ver apartado 2 de Materiales y Métodos) de 4 cepas de A. 
westerdijkiae (CECT 2948, ALF, CCT 6795 y CCT 6825) y 1 ml de las mismas se 
sembrô en superficie en las plaças del medio citado. Se dejaron secar en la 
campana de flujo laminar y, posteriormente, se colocô en la superficie el contenido 
de un asa de siembra de un cultivo sôlido de cada una de las levaduras (4 levaduras 
por plaça). Las plaças se incubaron a 20 °C y se considerô biocontrol positivo 
cuando aparecia un claro halo de inhibiciôn del crecimiento del hongo alrededor de 
la levadura tras 7 dias de incubaciôn.
Posteriormente, se estudiô en profundidad el efecto sobre el crecimiento del 
hongo y/o de la producciôn de OTA debida a la presencia de las levaduras con las 
cepas que mostraron un efecto de biocontrol del hongo en el ensayo anterior.
7.1.1.- Efecto de la temperatura sobre la actividad del posible aaente biocontrol
1 ml de una suspension celular de las levaduras seleccionadas (5x10"^ 
células/ml) se mezclô con 25 ml de medio CYA fundido y se sembrô en el centro de 
cada plaça 2 pl de suspensiôn de esporas de A. westerdijkiae (10^ esporas/ml), 
CECT 2948, ALF, CCT 6795 y CCT 6825. La incubaciôn se llevô a cabo a 20 y 28 °C 
y el crecimiento del hongo se valorô midiendo el diametro de la colonia tras 10 dias 
de incubaciôn.
La influencia de estas levaduras en los niveles de OTA a las distintas 
temperaturas se comprobô en plaças de medio CYA donde se sembraron cepas 
productoras de A. westerdijkiae, CECT 2948 y CCT 6795. La OTA se determinô como 
se describe en los apartados 4.2 y 4.3 de la secciôn Materiales y Métodos.
Este ensayo realizado a las distintas temperaturas, se repitiô con la cepa de 
levadura que mostrô una mayor actividad de biocontrol frente a A. westerdijkiae, 
realizando très réplicas de cada una de las condiciones.
7.1.2.- Efecto de la salinidad sobre la actividad antaaonista de D. hansenii CYC 1244
El efecto en la inhibiciôn del crecimiento de A. westerdijkiae debido a la 
presencia de D. hansenii CYC 1244 al incrementar la concentraciôn de sal en e! 
medio se estudiô utilizando plaças que contenian 1 ml de una suspensiôn celular de 
cada levadura (5x10® células/ml) con 25 ml de medio fundido YMA-MB 
suplementado o no con un 6% de cloruro sôdico. En el centro de cada plaça, se 
sembraron 2 pl de una suspensiôn (10^ esporas/ml) de cada una de las 4 cepas de 
A. westerdijkiae que se cita ron anteriormente y las plaças se incubaron a 20 °C. El 
crecimiento fûngico se determinô midiendo el diametro de la colonia a los 10 dias de 
incubaciôn. Se realizaron très réplicas de cada una de las condiciones.
7.1.3.- Anàlisis estadfstico
Posteriormente, se procediô al estudio estadfstico de los datos para comprobar 
el efecto de la presencia de D. hansenii CYC 1244 sobre el crecimiento de A. 
westerdijkiae en cada una de las condiciones de temperatura y salinidad 
mencionadas utilizando el programa SAS® 9.1 (SAS Institute Inc., EEUU). Tras 
comprobar su homocedasticidad y que los datos segufan una distribuciôn normal, se 
utilizô un test ANOVA y se estableciô el nivel de significaciôn en p<0,05.
7.2.- Ensayos de b io c o n tro l en uvas a r t if ic ia lm e n te  contam inadas
Los ensayos para comprobar la actividad antagonista de D. hansenii CYC 1244 
se realizaron en un producto comünmente contaminado por A. westerdijkiae como 
son las uvas blancas (variedad Vinalopô, Espaha). Se eligieron unidades en perfecto 
estado y se descontaminaron superficialmente mediante inmersiôn en etanol 
absoluto durante 5 min seguida de un aciarado en agua destilada estéril. Se dejaron 
secar al aire y posteriormente se les realizô una incisiôn de 5 mm con un bisturi. Se 
realizaron 4 grupos diferentes que se inocularon siguiendo el protocolo que se 
detalla en la tabla 2.5. El ensayo se llevo a cabo con 4 cepas de A. westerdijkiae, 
CECT 2948, ALF, CCT 6795, CCT 6825. La incubaciôn se realizô a 28 °C durante 15 
dias.
I n o c u l a c i o n  1 I n o c u l a c i o n  2G r u p o
8 pl A. westerdijkiae 
(10® esporas/ml)
8 pl suero 
salino estéril1.- Control hongo
8 pl D. hansenii 
(10^ células/ml)
8 pl A. westerdijkiae 
(10® esporas/ml)2.- Hongo + Levadura
8 pl O. hansenii 
(10^ células/ml)
8 pl suero 
salino estéril3.- Control Levadura
4.- Control no 
contaminado
8 pl suero 
salino estéril
8 pl suero 
salino estéril
Tabla 2.5. Protocolo de inoculacion de los distintos grupos de uvas en los ensayos de 
actividad biocontrol de D. hansenii frente a A. westerdijkiae. Entre la primera inoculacion y la 
segunda las uvas se mantuvieron durante 2 horas en una campana de flujo laminar. Se 
inocularon 3 uvas por cada condiciôn.
Tras el période de incubaciôn se unieron las très réplicas de cada tratamiento y 
se homogeneizaron y pulverizaron con nitrôgeno liquide y un mortero de cerémica. 
Se llevô a cabo la extracciôn de DNA genômico con el DNeasy Plant Maxi K it 
(QIAgen, Espaha) siguiendo las instrucciones del fabricante excepte por la adiciôn 
de PVP en el buffer AP2. La cantidad de DNA de A. westerdijkiae se cuantificô 
utilizando el método de PCR a tiempo real especifico disehado segûn se detalla en el 
apartado 3.2.4 de esta secciôn partiendo de 400 ng de DNA total por reacciôn.
7.3.- Ensayos de Actividad de la tqxina killer de D. hansenii CYC 1244 frente a A. 
westerdiikiae
La toxina killer purificada fue proporcionada por el Dr. Antonio Santos 
(Departamento de Microbiologia III, Universidad Complutense de Madrid).
El ensayo para valorar la acciôn de la toxina killer purificada de D. hansenii CYC 
1244 se realizô en medio YMA-MB suplementado y no suplementado con un 6% de 
cloruro sôdico. Para ello, se extendiô en la superficie de las plaças 1 ml de una 
suspensiôn de esporas de A. westerdijkiae (10"  ^ esporas/ml), CECT 2948, ALF, CCT 
6795 y CCT 6825. 20 pl del extracto purificado de toxina killer de la levadura de 
estudio fue depositado en el centro de la plaça sobre un disco de 6 mm de diametro 
de papel de filtro (Whatman N° 1). Las plaças se mantuvieron a 4 °C durante 2 h 
para perm itir la difusiôn de la toxina y posteriormente se incubaron durante 7 dias a 
20 °C. Se considerô actividad killer positiva cuando apareciô un halo de inhibiciôn 
del crecimiento. Como control de la correcta actividad de la toxina killer, se realizô 
el mismo ensayo con una suspensiôn celular de la levadura sensible Candida boidinii 
CYC 1025.
7.4.- Estudio de los mecanismos implicados en la reducciôn de ocratoxina A por D. 
hansenii CYC 1244
7.4.1.- Efecto sobre la expresiôn de aenes implicados en la smtesis de ocratoxina A 
en A. westerdiikiae
Para comprobar si A. westerdijkiae disminuia la producciôn de OTA en presencia 
de D. hansenii CYC 1244 se analizô la expresiôn de los genes implicados en la ruta 
de sintesis de la toxina. Los ensayos se realizaron en plaças de medio CYA en el cual 
se incluyô 1 ml de una suspensiôn celular de la levadura (5x10^* células/ml). Antes 
de depositar 2 pl de suspensiôn de esporas del hongo (10^ esporas/ml) (cepas CECT 
2948 y A0PD16-1), se colocô un celofan estéril (P400, Cannings Ltd, Reino Unido) 
para facilitar la retirada del micelio tras la incubaciôn. Ademés se realizô el mismo 
protocolo con plaças de medio CYA sin levadura.
Las plaças se mantuvieron a 28 °C y se fueron procesando después de su 
incubaciôn entre 3 y 7 dias en estas condiciones. La valoraciôn de la concentraciôn 
de OTA en el medio se realizô como se describe en los apartados 4.2 y 4.3 de 
Materiales y Métodos.
El protocolo que se siguiô para la extracciôn de RNA fûngico y la sintesis de 
cDNA se detallan en los apartados 6.2.2 y 6.2.3 de esta secciôn. La valoraciôn de la
©cpresiôn de los genes pks y p450-B03 se realizô mediante PCR a tiempo real 
sguiendo los pasos explicados en el apartado 6.2.4 con la variaciôn de que los 
ensayos se llevaron a cabo en plaças de 384 pocillos (MicroAmp® Optical 384-Well 
Reaction Plate, Applied Biosystems, Espaha) y con las siguientes mezclas para cada 
reacciôn: 5 pl de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Espaha), 1,3 pl 
de agua para biologia molecular, 0,6 pl de cada cebador de la pareja a una 
oncentraciôn 5 pM y 2,5 pl de cDNA.
7.4.2.- Adsorciôn/absorciôn oor D. hansenii CYC 1244
Para la obtenciôn del extracto concentrado de OTA utilizado en este ensayo A. 
vfesterdijkiae CECT 2948 fue cultivado en un agitador orbital (120 rpm) durante 7 
dias a 28 °C en matraces Erlenmeyer de 1 I que contem'an 250 ml de caido YES. 
Tras la incubaciôn, el micelio fue eliminado por filtra ci ôn a través de papel Whatman
1 y posteriormente el medio se esterilizô utilizando filtros con 0,22 pm de 
tamaho de poro (Sartorius, Espaha).
Un esquema del protocolo para el estudio de los mecanismos de adsorciôn y 
absorciôn se muestra en la figura 2.4. Se prepararon suspensiones celulares de D. 
hansenii CYC 1244 a dos concentraciones 10"* y 10^ células/ml tal y como se 
describe en el apartado 2 de Materiales y Métodos. La mitad del volumen preparado 
de cada una de estas suspensiones constituyô el extra cto de células viables. La otra 
mitad se sometiô a un proceso de esterilizaciôn por calor hûmedo en el autoclave 
(121 °C, 20 min) y se considerô el extracto de células muertas. Los extractos se 
centrifugaron (5 min, 13000 rpm), se retiré cuidadosamente el sobrenadante y el 
precipitado de células se resuspendiô en el mismo volumen de tampôn 
fosfato/citrato a pH 3, 5 y 7. 800 pl de los extractos de células viables en todas las 
condiciones descritas se mezclaron con el mismo volumen de extracto de OTA y se 
incubaron durante 5, 15, 30 min y 1, 3, 9, 24 h a 28 °C con una fuerte agitaciôn 
(300 rpm). El mismo protocolo se siguiô con los extractos de células muertas pero 
en este caso la toma de muestras se llevô a cabo tras 5, 10, 15, 30 min y 1, 3 h.
Después de la incubaciôn las muestras se filtraron a través de filtros de jeringa 
MINISART de 0,22 pm de tamaho de poro (Sartorius, Espaha) para eliminar todos 
los restos celulares y se procediô a la extracciôn de OTA utilizando columnas de 
purificaciôn en fase sôlida por inmunoafinidad OCHRAPREP® (R-Biopharm Rhône 
LTD, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se 
procediô a la medida de la concentraciôn en el extra cto purificado mediante HPLC 
como se describe en el apartado 4.3 de la secciôn Materiales y Métodos.
1 0 ^  c é l u l a s / m l
D. hansenii
CYC 1244
1 0 '  c é l u l a s / m l
S
Viables 10'Viables 10"* Autoclave
1210C 20 min
Muettas 10“^ Mueitas 10'
I 13000 rpm 5 min
Desechai sobrenadante 
Resuspenderen tampôn fosfato/citrato y repaitir 800 pl/tubo
pH 3 V  H 
pH 5 V  
pH 7
pH 3 V  H 
pH 5 y  
pH 7
 l _
pH 3 
pH 5 y  
pH 7
I
pH 3 V  H 
pH 5 y  
pH 7
 L.
Anadir 800 pl de extra cto de OTA
pH3 v n  
pH 5 y  
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pH 3 
pH 5 y  
pH 7
pH3 V n
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pH7
pH 3 V  n  
pH 5 y
pH7
M U E R T A S  1 Q 4  Y  1 0 '
5 ,  1 0 ,  1 5 ,  3 0  m i n  y  1 ,  3  h
28 OC, 300 rpm
V I A B L E S  1 0 4  Y  1 0 '
5 ,  1 5 ,  3 0  m i n  y  1 ,  3 ,  9 ,  2 4  h
28 oc, 300 rpm
Filtraciôn 0,22 pm 
Extracciôn OTA, HPLC
Figura 2.4. Esquema del protocolo utilizado en el ensayo para comprobar la posible 
adsorciôn a su pared o absorciôn al interior de OTA por parte de D. hansenii CYC 1244.
7.4.3.- Dearadaciôn de ocratoxina A por D. hansenii CYC 1244
D. hansenii CYC 1244 se cultivé en un matraz de 250 ml que contenia 50 ml de 
medio YMB durante 72 h a 27 °C en un agitador orbital (120 rpm). Tras ello se 
retiré la masa celular mediante filtrado utilizando membranas de tamano de poro de 
0,22 pm. Se repitié el proceso 3 veces para asegurar la total eliminacién de las 
levaduras. 10 mi del filtrado se junta ron con 10 ml de extracto de OTA (ver 
preparacién en el apartado 7.4.2) y se mantuvieron en un matraz con una agitaclén 
leve (100 rpm) a 28 °C durante 24 y 48 h. Posteriormente se procedié a la 
extracclén de OTA (apartado 7.4.2) y a la medida de la concentraclén de OTA por 
HPLC. Como control se realizé el mismo protocolo mezclando 10 ml de extracto de 
OTA con 10 ml de medio YMB sin inocular. Cada ensayo se llevé a cabo por 
duplicado.
Ademas se estudiaron los cromatogramas del ensayo explicado en el apartado 
7.3 de Materiales y Métodos para comprobar la posible aparicién de OTA-o, el 
producto mas frecuente de degradacién de la OTA (Abrunhosa et al , 2002 j.
7.4.4.- Anàiisis estadistico
Todos los datos obtenidos se procesaron utilizando los correspondientes test 
estadisticos con el programa SPSS 14.0 (IBM-SPSS, EEUU). En el caso del estudio 
de la posible absorcién u absorcién de la OTA por parte de la levadura se comprobé 
la normalidad y la homogeneidad de las varianzas con ios test de Shapiro-Wilk y 
Levene y posteriormente se aplicaron test ANOVA bifactoriales para todos los 
paràmetros estudiados. En el caso del estudio de la posible degradacién de la 
toxina, las variables no cumplian el criterio de homocedasticidad de varianzas, por 
lo que se aplicé la prueba U de Mann-Whitney para comparar los datos del control 
con los valores obtenidos tras la incubacién de ios extractos. Para todos los test se 
establecié un nivel de significacién de p<0,05.

Resultados

1. ANALISIS FILOGENETICO DE LOS AISLAMIENTOS DE Aspergillus 
SECCIÔN CIRCUMDATI
Las secuencias del gen que codifica para la 6-tubulina {Btub) y la region IT S l- 
5,8S-ITS2 que se obtuvieron conno se detalla en el apartado 3.1.4 de la seed on 
Materiales y Métodos, se utilizaron para la construcdôn de un arbol filogenético 
mediante analisis de parsimonia. El arbol consenso obtenido por maxima parsimonia 
de la combinadôn de las secuencias de ambas regiones se muestra en la figura 3.1. 
El programa senalô el uso de 120 nucleôtidos filogenéticamente informativos para la 
realizadon del arbol y un indice de consistencia de 0,91 que refleja la baja 
homoplasia o falta de evolucion convergente en estas secuencias.
Se puede observer como cada una de las especies de la secciôn Circumdati 
ocupa una rama independiente en el arbol y cada uno de estos grupos se encuentra 
apoyado por valores de bootstrap de 100. Sin embargo, la cepa tipo de A. melleus 
se sépara en una rama independiente del resto de cepas de esta especie 
identificadas mediante su comparaciôn con las secuencias pre-existentes en la base 
de datos de! NCBI. La rama formada por las cepas de A. westerdijkiae analizadas, 
présenta algunas ramificaciones secundarias pero con baja consistencia ya que 
estan apoyadas por valores de bootstrap cercanos al 50%.
2. ENSAYOS DE PCR ESPECIFICOS PARA LA DISCRIMINACIÔN DE LAS 
PRINCIPALES ESPECIES OCRATOXIGENAS DE Aspergillus SECCIÔN 
CIRCUMDATI
El diseno de los cebadores especificos utilizados se llevô a cabo partiendo de 
alineamientos de la region ITS1-5,8S-ITS2 tal y como se describe en el apartado
3.1.5 de la secciôn Materiales y Métodos. El numéro de secuencias disponibles en la 
base de datos de esta region correspondientes a las nuevas especies era muy bajo 
debido a que se disponia de muy pocos trabajos publicados hasta el momento. Por 
tanto, se secuenciô la region ITS1-5,8S-ITS2 en una g ran variedad de aislamientos 
de A. ochraceus, A. westerdijkiae y A. steynii asi como de otras especies de la 
secciôn Circumdati. Estas secuencias se depositaron en la base de datos del EMBL y 
los numéros de acceso de las mismas se reflejan en la tabla 3.1.
CARB4849
ELEG10214^
ELEG31080
ELEG61478100
ELEG61578
ELEG345568
ELEG345571100
STEYAS02
STEY112812^
STEY112813
100
STEY112814
STEY121991
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WESTU2003
Figura 3.1. Arbol consenso obtenido por maxima parsimonia de la combinacion de las 
secuencias del gen Btub y de la region ITS1-5,8S-ITS2. Los numéros indicados encima de las 
ramificaciones se corresponden con los valores de bootstrap para cada una de ellas. Los nombres 
de los aislamientos se corresponden con el codigo de la cepa y las iniciales de la especie; 
CARB=A. carbonarius, ELEG=A. elegans, MELL=A. melleus, OCRA=A. ochraceus, OSTI=A. 
ostianus, STEY=A. steynii, WEST=A. westerdijkiae. El superindice C) indica cual es la cepa tipo 
de la especie.
La secuencia de los cebadores especificos para A. steynii, A. westerdijkiae y A. 
ochraceus diseriados a partir de los alineamientos de las regiones ITS1-5,8S-ITS2 
de una gran variedad de cepas y los programas de amplificaciôn utilizados con cada 
una de las parejas se detallan en apartados 3.1.5 y 3.1.6 de Materiales y Métodos.
La especificidad de los ensayos disenados fue probada en DNA aislado de una 
gran variedad de cepas fûngicas de distintas especies cercanas filogenéticamente 
como A. eiegans, A. melieus o A. scierotiorum, incluidas dentro de la secciôn 
Circumdati, asi como de otros importantes Aspergillus toxigenos como A. 
carbonarius, A. niger, A. fiavus o A. parasiticus. Ademàs, se valorô el ensayo 
utilizando DNA de especies de otros géneros que habitualmente contaminan los 
mismos productos como Fusarium verticiiiiodes o Peniciiiium verrucosum. Todas las 
cepas probadas, junto con su origen, se encuentran detalladas en la tabla 3.1.
IMI 239398 A. alliaceus^ '^' Suelo, Qatar FN185734 FN295955
168" A. carbonarius Uvas, Espana - -
173" A. carbonarius Uvas, Espana - -
325" A. carbonarius Uvas, Espana - -
CBS 102.14^ A. elegans - A FM201284
CBS 310.80 A. elegans - FM995520 FM201285
CBS 614.78 A. elegans - FM995521 FM201286
CBS 615.78 A. elegans - FM995522 FM201287
IMI 345568 A. elegans - FM995523 FM956459
IMI 345571 A. elegans - FM995524 FM956460
ITEM 4592 A. fiavus Trigo, Francia - -
M12hiplO' A. fiavus Cebada, Espana - -
ITEM 4685 A. japonicus Uvas, Portugal - -
CBS 121987 A. melleus Café, Tailandia FM995526 FM986320
CBS 546.65^ A. melleus Suelo, India A FM986321
CECT 2092 A. melleus^ ^^ - FM995525 FM986318
B.Me.A26 A. niger Uvas, Espana - -
CECT 2091 A. niger Suelo, Canada - -
CECT 2093^ A. ochraceus - FM995527 A
CECT 2969 A. ochraceus - FM995528 FM956457
CECT 2970 A. ochraceus - - -
PCF2-1 " A. ochraceus Pi menton dulce ahumado, Espana - -
PP2-5 " A. ochraceus Pimentôn picante, Espana - -
PP2-9 " A. ochraceus Pimentôn picante, Espana - -
PP8" A. ochraceus Pimentôn picante, Espana - -
RI A. ochraceus Romero, Albania - -
CECT 2917 A. ostianus^ '^* Judîa roja, Canada FM995529 FM986319
CECT 2680 A. parasiticus - - -
CECT 2681 A. parasiticus - - -
CECT 2546 A. scierotiorum - - -
3.53" A. steynii Café verde, desconocido - -
Aso2‘^ A. steynii Uvas, Espana FN185738 FM956458
CBS 112812^ A. steynii Café India A FM201289
CBS 112813 A. steynii - FN185735 FM201290
CBS 112814 A. steynii Café, India A FM201291
CBS 121991 A. steynii Café, Tailandia FN185736 FM201292
CBS 121993 A. steynii Café, Tailandia FN185737 FM201288
Bo56' A. tubingensis Uvas, Espana - -
Bo66" A. tubingensis Uvas, Espana - -
3.38" A. westerdijkiae Ambiente, Espana - -
3.58" A. westerdijkiae Uvas, Italia - -
3.66" A. westerdijkiae Uvas, Espana - -
ALF= A. westerdijkiae - FN185742 FM986325
ALM" A. westerdijkiae - - -
CBS 112791 A. westerdijkiae - A FM986322
CBS 121986 A. westerdijkiae Café, Tailandia - -
CBS 263.67 A. westerdijkiae^ '^’ Sorgo, Sudafrica - -
CBS 588.68 A. westerdijkiae Pimienta, EEUU FN185743 FM986326
CBS 589.68 A. westerdijkiae Pimienta, EEUU - -
CCT 6780^ A. westerdijkiae Café, Brasil - -
CCT 6790 " A. westerdijkiae Café, Brasil - -
CCT 6795 = A. westerdijkiae^^ Café, Brasil FN185740 FM956456
CCT 6810" A. westerdijkiae Café, Brasil - -
CCT 6825 " A. westerdijkiae Café, Brasil FN185741 FM986324
CECT 2948^ A. westerdijkiae Sorgo, Sudafrica FN185739 FM956455
D5" A. westerdijkiae Pastel, Espana - -
PCHl " A. westerdijkiae Pistache, Espana - -
PDFl " A. westerdijkiae Pimentôn dulce ahumado, Espana - -
U2003 A. westerdijkiae Uvas, Espana FN185744 FM986323
FvMMl-2 F. verticillioides Maiz, Espana - -
CECT 2906 P. verrucosum - - -
Tabla 3.1. Aislamientos utilizados en la puesta a punto de los métodos de PCR disenados. Se indican el 
nombre de las cepas, las especies a las que pertenecen y el sustrato del que se aislaron. Ademés, se 
muestran los numéros de acceso en la base de datos del EMBL de las secuencias del gen Btub y de la 
region ITS1-5,8S-ITS2 que se obtuvieron durante este trabajo. Los aislamientos marcados con un numéro 
estaban clasificados previamente como A. ochraceus o A. elegans y ahora han sido reclasificados.
(A) Secuencias previamente disponibles en las bases de datos.
Cepas proporcionadas por el Dr. L. Niessen (Universidad de Munich, Alemania) (®), Dr. V. Sanchis (Universldad 
de LIeida, Espana) (") y Dra. M. Jiménez (Universidad de Valencia, Espana) ("). El superindice ( )^ indica que el 
aislamiento se corresponde con la cepa tipo de la especie a la que pertenece.
CBS=Centraalbureau voor Schimmelcultures (Holanda)
CCT= Coleçào de Cultures Tropical (Brasil)
CECT=Colecci6n Espanola de Cultives Tipo (Espana)
IMI=0467 Genetic Resource Collection (Reino Unido)
ITEM=/nsf/tute of Sciences of Food Production Culture Collection (Italia)
La calidad del DNA para ser am plificado por PCR fue comprobada en todos los 
aislam ientos mediante PCR con la pareja de cebadores ITS1/ITS4 donde se obtuvo, 
en cada caso, una ûnica banda de amplificaciôn del tamano esperado.
Los cebadores STEYF y STEYR, utilizando el programa disenado, amplificaban 
una ünica banda de 315 pb solo en el caso de que se estuviera utilizando DNA de A. 
steyn ii (Figura 3.2).
10 11 12 13 14 15 16 17 18 M
Figura 3.2. Amplificaciôn por PCR utilizando los cebadores STEYF/STEYR y DNA de diferentes 
aislamientos. Garnies 1-5: A. steynii CBS 112812 , CBS 112814 , CBS 121991, CBS 121993, 
Aso2; carriles 6 -10 : A. elegans CBS 102 .14 , CBS 310 .80 , CBS 61 4 .7 8 , IM I 345568 , IM I 
345571; carril 11: A. melleus CECT 2092; carril 12: A. ochraceus CECT 2093; carril 13: A. 
westerdijkiae CCT 6795; carril 14: A. scierotiorum CECT 2546; carril 15: A. fiavus ITEM 4592; 
carril 16: A. carbonarius 325; carril 17: F. verticillioides F vM M l-2 ; carril 18: control negativo. 
M: Marcador de peso molecular GeneRuler^'^ lOObp Plus DNA Ladder.
De manera sim ilar, se llevô a cabo la amplificaciôn con DNA de todos los 
aislam ientos recogidos en la tabla 3.1 utilizando las parejas cebadores 
WESTF/WESTR y OCRAF/OCRAR con los programas adecuados (Figura 3.3). En los 
dos casos se obtenia un solo fragm ento de 430 pb unicamente cuando se usaba 
DNA de A. westerdijkiae  o A. ochraceus, respectivamente.
En la mayoria de los casos en los que los resultados obtenidos mediante PCR no 
concordaban con la identificaciôn que previam ente se habia hecho de los 
aislam ientos, se obtuvieron las secuencias parciales del gen 3tub. Todas las 
secuencias obtenidas se depositaron en la base de datos del EMBL y los numéros de 
acceso asignados se muestran en la tabla 3.1. Al comparar estas secuencias con 
otras previamente disponibles mediante la herram ienta BLAST del NCBI se confirm ô, 
en todos los casos, la clasificaciôn de la cepa obtenida mediante el protocole de PCR 
disenado. Todas las cepas que fueron re-clasificadas se indican en la tabla 3.1.
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Figura 3.3. Ensayos de PCR usando las parejas de cebadores WESTF/WESTR (A) y 
OCRAF/OCRAR (B) y DNA de diferentes cepas. Carriles 1-3; A. ochraceus CECT 2093, CECT 2969, 
CECT 2970; carriles 4 -9 : A. westerdijkiae CBS 2 63 .67 , CBS 588 .68 , CECT 2948, CCT 6795 , CBS 
121986, U2003; carril 10: A. elegans CBS 102 .14; carril 11: A. steynii CBS 112812; carril 12: A. 
melleus CBS 121987; carril 13: A. scierotiorum CECT 2546; carril 14: A. carbonarius 325; carril 
15: A. fiavus ITEM 4592; carril 16: A. tubingensis Bo66; carril 17: F. verticillioides FvM M l-2; 
carril 18: control negativo. M: Marcador de peso molecular GeneRuler^'^ lOObp Plus DNA Ladder.
3. APLICACIO N DE LOS ENSAYOS DE PCR DISENADOS PARA LA DETECCION 
DE A. s teyn ii, A. w es te rd ijk iae  y A. ochraceus  EN MATRICES ALIM ENTARIAS
En prim er lugar, se valorô el efecto del tiem po de incubaciôn de las muestras de 
harina de cebada y pimentôn, en la detecciôn de las principales especies 
productoras de OTA de la secciôn Circumdati al aplicar los ensayos de PCR 
diseriados.
En la figura 3 .4 .A se puede com probar cômo la detecciôn de las especies de 
estudio tanto  en harina de cebada como en pimentôn se vio incrementada de 
manera im portante tras la incubaciôn de las muestras durante 1 o 2 dias. Mientras 
que para las muestras de pimentôn el m ayor numéro de detecciones de alguna de 
las especies analizadas se produjo tras 1 dia de incubaciôn, en el caso de las harinas 
de cebada fue necesario incubar 2 dias para détectar mas muestras positivas para 
A. westerdijkiae, A. s teyn ii y A. ochraceus.
Sin Incubaciôn 1 dia 2 dias Sin incubaciôn 1 dia 2 dias
Figura 3.4. Efecto del tiempo de incubaciôn de las muestras para la detecciôn de A. steynii, 
A. ochnceus y A. westerdijkiae mediante los ensayos de PCR diseriados. Las barras grises 
correspnden a los resultados en harinas de cebada y las blancas a las muestras de 
pimenbn. En (A) se représenta el porcentaje de muestras contaminadas por estas especies 
dependendo del tiempo de incubaciôn y en (B) se muestra el numéro total de especies 
detectcdas en cada una de las condiciones.
En oianto a la diversidad encontrada en harinas de cebada, no se produjo un 
aumentc de las especies detectadas al increm entar el tiem po de incubaciôn (Figura
3 .4 .B), que en todos los casos unicamente se détectaron A. ochraceus y A. 
steynii. Sin embargo, en el caso de las m uestras de pim entôn, la incubaciôn durante 
2 dias sjpuso la apariciôn de A. s teyn ii que no se detectaba en las muestras sin 
incubar li tras 1 dia de incubaciôn.
3.1 .- DE'ECCION en  m u e s t r a s  d e  PIMENTON
Casiun 20%  de las muestras de pimentôn analizadas estaba contam inada con 
una o varias de las especies de estudio, A. westerdijkiae, A. s teyn ii y A. ochraceus 
(Figura '.5 ). Las très especies se détecta ron en alguna de las muestras y, a veces 
se obseivô que se producia la co-ocurrencia de dos de ellas. En la figura 3.5 se 
muestran los porcentajes relativos de detecciôn de estas especies en las muestras 
contamiradas.
Las muestras de pimentôn analizadas se correspondian con très variedades 
diferentes: pimentôn picante, dulce o dulce ahumado. Al analizar la distribuciôn del 
numéro de muestras positivas en cada una de estas variedades se obtuvieron 
porcentaes muy diferentes (Figura 3.6). Mientras que en los analisis de pimentôn 
picante ro se pudieron détecta r ninguna de las très especies de estudio, en el caso 
del pimentôn dulce se encontrô un 23,5%  de m uestras contam inadas por alguna de 
ellas. El nayor porcentaje se obtuvo en pimentôn dulce ahumado donde el 50% de 
las muestras estaban contaminadas. Hay que d esta car que todas las muestras 
donde se detectô la co-ocurrencia de dos de las especies se correspondian con esta 
ultima veriedad de pimentôn.
Muestras no contaminadas
81,2%
18,8%
Muestras contaminadas V
A. westerdijkiae 
y A. ochraceus
16,7%
A. steynii
16,7%
A. ochraceus
33,3%
33,3%  
A. westerdijkiae
Figura 3.5. Detecciôn de A. westerdijkiae, A. steynii y A. ochraceus en el total 
de las muestras de pimentôn analizadas. Se muestra el porcentaje de muestras 
contaminadas y que especies se detecta ron en las mismas.
Pimentôn picante Pimentôn dulce Pimentôn dulce ahumado
100% 76,5%
Figura 3.6. Porcentaje de muestras de pimentôn contaminadas en cada una de las 
variedades analizadas. La secciôn blanca de las gréficas corresponde al porcentaje 
de muestras donde no se pudo detectar ninguna de las especies estudiadas, 
mientras que la secciôn gris refleja las muestras contaminadas por una o varias de 
ellas.
3.2.- D etecc iô n  en m uestras de h a rin a  de cebada
Los analisis que se llevaron a cabo de las muestras de harina de cebada 
tomadas de las fabricas productoras de cerveza, revelaron que mas de la mitad de 
las mismas (53,3%) estaban contaminadas con una o varias de las especies de 
estudio (Figura 3.7). Hay que destacar que A. westerdijkiae no se detectô en 
ninguna de ellas y que la especie prédominante fue A. steynii, que aparecia en un 
68% de las muestras contaminadas.
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Figura 3.7. Detecciôn de A. westerdijkiae, A. steynii y A. ochraceus en el total de las 
muestras de harina de cebada analizadas. Se muestra el porcentaje de muestras 
contaminadas y que especies se détecta ron en las mismas.
En la tabla 3.2 se detalla el origen geografico de las muestras asi como los 
resultados de la detecciôn de A. steynii y A. ochraceus en ellas. Se puede ver como 
el mayor porcentaje de muestras contaminadas (82% ) se obtuvo en las procédantes 
de Castilla la Mancha, destacando Toledo y Ciudad Real con un 100% de las 
muestras contaminadas por A. steynii. En el otro extremo, se encuentran las 8 
muestras de Castilla Leôn donde no se detectô ninguna de estas especies. En el 
caso de Aragôn apareciô una situaciôn peculiar donde todas las muestras 
procédantes de Huesca estaban contaminadas por A. ochraceus mientras que las 
recogidas en Teruel unicamente presentaban A. steynii.
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1 - -
2 - -
Valladolid 3 - -
4 - -
5 - -
Palencia 6 - -
Burgos
7 - -
8 - -
9 - +
Toledo
10 - +
11 - +
12 + +
13 - +
Ciudad Real 14 + +
15 + +
Cuenca 16 - -
Guadalajara
17 + -
18 - -
Albacete 19 + -
20 - +
Teruel
21 - +
22 - -
23 - +
24 + -
Huesca 25 + -
26 + -
Granada
27 - -
28 - -
Valencia 29 + -
Madrid 30 - +
Tabla 3.2. Detecciôn de A. ochraceus y A. steynii en las muestras segûn su origen 
geografico. Un signo (+) implica detecciôn de la especie en esa muestra y un signo (-) 
supone no presencia.
4 . ENSAYO DE PCR A TIEM PO  REAL PARA LA DETECCION Y 
C U A N TIF IC A C IÔ N  DE A. w esterd ijk iae  Y A. ochraceus
4 .1 .- COMPROBACIÔN DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS CEBADORES MEDIANTE PCR CONVENCIONAL
Los cebadores especificos para la detecciôn y cuantificaciôn de A. westerdijkiae  
y A. ochraceus mediante PCR a tiem po real se disenaron a pa rtir de alineamientos 
de la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 de gran variedad de especies fûngicas. La secuencia de 
las parejas de cebadores disenadas se muestra en el apartado 3.2.1 de Materiales y 
Métodos. La especificidad de los cebadores OCRAQl y 0CRAQ2 para la detecciôn de 
las especies de estudio se comprobô m ediante PCR convencional ensayando todos 
los aislam ientos que aparecen en las tablas 3.1 y 3.6 de esta secciôn. Unicamente 
apareciô una banda de unos 75 pb en el caso de que el DNA fuera de A. ochraceus o 
A. westerdijk iae  pero no en el caso de las otras especies probadas (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Amplificaciôn por PCR 
convencional con los cebadores 
0CRAQ1/0CRAQ 2 (arriba) y 5 ,8 5 1 /5 ,8 5 2  
(abajo ). Carriles 1-3; A. westerdijkiae 
3.38 , 3 .58 , CECT 2948; carriles 4 -6 : A. 
ochraceus CECT 2969, H5, R I;  carril 7: 
A. niger G n l4 ; carril 8: A. tubingensis 
Bo66; carril 9: A. carbonarius 325; carril 
10: A. fiavus 109, carril 11: A.
parasiticus CECT 2680; carril 12: P. 
nordicum BEE 487; F. verticiiiiodes 
F vM M l-2 , carril 13: control negativo. M: 
Marcador de peso molecular GeneRuler^'^ 
Low Range DNA Ladder.
Ademés se comprobô la universalidad de la pareja de cebadores disenados, 
5,8S1 y 5,8S2, para am plificar DNA de hongos que se pueden encontrar en los 
mismos sustratos que A. ochraceus y A. westerdijkiae. Tanto en las especies de 
estudio como en el resto de las ensayadas aparecia una banda de aproximadam ente 
85 pb al visualizar los productos de PCR en un gel de agarosa (Figura 3.8).
4 .2 .- Q p t im iz a c iô n  d e l  e n s a y o  d e  PCR a  t ie m p o  real
La curva estandar generada con la pareja de cebadores especificos OCRAQl y 
0CRAQ2 en las condiciones descritas en el apartado 3.2.5 de Materiales y Métodos 
se muestra en la figura 3 .9 .A. El valor del NTC (control negativo) fue de 31,27.
Se observé linealidad en todo el rango de datos analizado entre 50 y 5x10 '^  
ng/p l. El alto dato del coeficiente de correlaciôn obtenido (R^=0,998) indicé una 
fue rte correlaciôn lineal entre el logaritm o decimal de la concentraciôn de DNA
inicial y la Cj, lo que se traduce en que la variabilidad entre las replicas era muy 
baja.
La pendiente de la curva estandar fue de -3,47, por lo que al realizar los 
calculos apropiados segûn se explica en el apartado 3.2.5 de la secciôn Materiales y 
Métodos, se obtuvo una eficacia de amplificaciôn del 94%.
La derivada negativa de la curva de disociaciôn generada a partir de las 
diluciones de la curva estandar (figura 3.9.B) mostrô un ûnico pico en la grafica, de 
manera que se dedujo que unicamente habia amplificaciôn de un fragmento 
especifico con una temperatura de fusiôn de 79,4 °C y que no se formaban dimeros 
de cebadores.
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Figura 3.9. Curva estandar (A) y derivada negativa de la curva de disociaciôn 
(B) generadas para la puesta a punto del ensayo de PCR a tiempo real con los 
cebadores 0CRAQ1/0CRAQ2.
4.3.- Valoraciôn del método de extracciôn de DNA
La eficacia del protocole de extracciôn de DNA, DNeasy Plant Mini K it fue
evaluada en 5 extracciones independientes de dos cepas de A. westerdijkiae (CECT 
2948 y ALF) y una de A. ochraceus (CECT 2093). Todas las extracciones de DNA se 
llevaron a cabo con éxito obteniendo valores de concentraciôn de DNA entre 5 y 81 
ng/pl al ser medidas en el espectrofotômetro Nanodrop®. Las muestras 
independientes de DNA se analizaron mediante el ensayo de PCR a tiempo real 
disenado y los valores de Cj se interpolaron en la curva estandar obteniendo un 
rango de concentraciôn entre 2 y 71 ng/pl.
Ademés, se realizaron diluciones décimales de cada una de estas extracciones 
que se evaluaron en los ensayos de PCR a tiempo real con los cebadores OCRAQl y 
0CRAQ2 para determinar la sensibilidad del método que se estableciô en 2,5
pg/reacciôn.
4.4.- COMPROBACIÔN DE LA ESPECIFICIDAD DEL ENSAYO DE PCR A TIEMPO REAL
Los resultados de los ensayos de PCR a tiempo real con las muestras que 
contenian distintas proporciones de DNA de A. westerdijkiae y A. ochraceus con 
otras especies relacionadas o que contaminan los mismos sustratos, se muestran en 
las tablas 3.3 y 3.4, respectivamente.
No se obtuvo amplificaciôn con la pareja de cebadores 0CRAQ1/0CRAQ2 en las 
mezclas que no contenian DNA de A. ochraceus o A. westerdijkiae, ya que los 
valores de Cj estaban muy prôximos al NTC. Ademés, la concentraciôn de DNA 
calculada al interpolar los valores de Cj en la curva esténdar se relacionaba con la 
cantidad relativa de DNA inicial de esta especie en la muestra.
En todas las mezclas evaluadas se observô amplificaciôn con la pareja de 
cebadores 5,851/5,852 independientemente de que hubiera présente DNA de las 
especies de estudio o no.
M a w a Proporciôii Cr Concen^clôn d NÀ (ng /iil)
1 A. westerdijkiae 100 21,33 ± 0,20 0,078
2 A. westerdijkiae P. corylophiium 50:50 22,75 ± 0,10 0,031
3 A. westerdijkiae Fusarium sp. 50:50 22,82 ± 0,04 0,029
4 A. westerdijkiae A. fiavus 50:50 22,76 ± 0,09 0,030
5 A. westerdijkiae A. fiavus 25:75 23,57 ± 0,21 0,018
6 A. westerdijkiae A. tubingensis 50:50 22,86 ± 0,01 0,028
7 A. westerdijkiae A. tubingensis 75:25 22,32 ± 0,13 0,041
8 A. westerdijkiae A. carbonarius 50:50 22,76 ± 0,06 0,030
9 A. westerdijkiae A. carbonarius 25:75 23,25 ± 0,08 0,022
10 A. tubingensis 100 30,61 ± 0,04 ND
11
A. westerdijkiae 
A. tubingensis 
A. carbonarius
33:33:33 23,50 ± 0,08 0,019
12 P. coryiophiium Fusarium sp. 50:50 30,50 ± 0,28 ND
Tabla 3.3. Resultado del analisis por PCR a tiempo real con los cebadores 
0CRAQ1/0CRAQ2 de las mezclas que contenian DNA de A. westerdijkiae. Los valores de 
C t estén expresados como la media de los duplicados ± la desviaciôn estandar. La 
concentraciôn de DNA se determinô interpolando los valores de Ct en la curva esténdar. 
ND=No detectado
Mezcia Especies Proporciôn Ct Concentraciôn DNA (ng/pl)
1 A. ochraceus 100 20,45 ± 0,02 0,140
2 A. ochraceus P. corylophiium 50:50 21,22 ± 0,00 0,084
3 A. ochraceus Fusarium sp. 50:50 21,57 ± 0,10 0,067
4 A. ochraceus A. fiavus 50:50 21,65 ± 0,13 0,063
5 A. ochraceus A. fiavus 25:75 22,92 ± 0,02 0,027
6 A. ochraceus A. tubingensis 50:50 21,42 ± 0,07 0,073
7 A. ochraceus A. tubingensis 75:25 21,15 ± 0,01 0,088
Concentraciôn 
DNA (n g /p l)
8 A. ochraceus A. carbonarius 50:50 21,85 ± 0,00 0,055
9 A. ochraceus A. carbonarius 25:75 23,00 ±  0,03 0,026
10 A. tubingensis 100 34,34 ± 0,11 ND
11
A. ochraceus 
A. tubingensis 
A. carbonarius
33:33:33 22,47 ± 0,25 0,037
12 P. coryiophiium Fusarium sp. 50:50 32,94 ± 0,14 ND
Tabla 3.4. Resultado del analisis por PCR a tiempo real con los cebadores 
0CRAQ1/0CRAQ2 de las mezclas que contenian DNA de A. ochraceus. Los valores de C t  
estén expresados como la media de los duplicados ±  la desviaciôn esténdar. La 
concentraciôn de DNA se determinô interpolando los valores de C t en la curva esténdar. 
ND=No detectado.
4.5.- Efecto de la presencia del DNA del hospedador
Se évalué la posible inhibicion del ensayo por la presencia de DNA exôgeno 
procedente de dos hospedadores donde se ha encontrado frecuentemente a A. 
ochraceus y A. westerdijkiae: uvas y café verde. Los resultados del ensayo se 
muestran en la tabla 3.5. Los valores de Cj obtenidos en las reacciones de PCR a 
tiempo real de las muestras que contenian DNA de A. ochraceus o A. westerdijkiae y 
DNA tanto de uvas como de café verde no muestran diferencias estadisticamente 
significativas (p>0,05) cuando se comparan con los ensayos control (DNA del hongo 
diluido en tampon de eluciôn).
I
A. ochraceus
A. westerdijkiae
DNA hongo
Ct
DNA hongo + 
DNA café verde
DNA hongo + 
DNA uvas
CECT 2093 13,13 ±0,36 13,09 ±  0,48 13,77 ±  1,12
CECT 2948 16,39 ±  2,38 16,29 ±2,21 17,87 ±2,50
ALF 15,11 ±  1,21 15,14 ±  1,84 15,59 ±2,23
Tabla 3.5. Evaluaciôn del efecto de la presencia del DNA del hospedador sobre la reacciôn 
de PCR a tiempo real. Se muestran la media de los valores de Ct de las cinco extracciones 
independientes en las très condiciones mencionadas en el texto (media ±  desviaciôn 
esténdar). No se aprecian diferencias significativas cuando el DNA del hongo es analizado 
solo 0 con DNA de café o uvas (p>0,05).
4 .6 .- Detecciôn de A. westerdijkiae  y A. ochraceus en muestras artificialmente
CONTAMINADAS
Los resultados de la detecciôn de A. ochraceus y A. westerdijkiae  en muestras 
artific ia lm ente contam inadas tras distintos tiem pos de incubaciôn se muestran en la 
figura 3.10. Cuando los granos de café verde (Figura 3 .10.A) o las uvas (Figura 
3.10.B) se inocularon con una alta concentraciôn de esporas (10^ esporas/m l), el 
hongo se podia detectar m ediante el ensayo de PCR a tiem po real incluso sin
(A ) Café verde
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F i g u r a  3 . 1 0 .  Detecciôn mediante PCR a tiempo real de DNA fûngico en café verde (A) o 
uvas (B) artificialmente contaminados. Los datos corresponden a la media de dos cepas 
de A. westerdijkiae y una de A. ochraceus en cada una de las condiciones indicadas.
incubaciôn. Ademés segün avanzaba el tiempo desde la inoculaciôn, la detecciôn de 
la especie se incrementaba. De los datos se pudo deducir que el ensayo de 
detecciôn del hongo en granos de café verde es mas sensible que en uvas.
Valores intermedios de concentraciôn de esporas (10"* esporas/ml) unicamente 
revelaron la apariciôn de A. ochraceus o A. westerdijkiae después de 16 horas de 
incubaciôn en café verde y 24 horas en uvas. Ademés, en café la concentraciôn de 
DNA detectada aumentô con el tiempo de incubaciôn.
Ninguna de las especies se detectô utilizando el ensayo disenado en muestras 
inoculadas con una suspensiôn de 10^ esporas/ml ni siquiera cuando se incubô 
durante 24 horas.
Los contrôles de uvas y granos de café verde inoculados con suero salino, en 
ningün caso, genera ron una sehal detectable en el ensayo de PCR a tiempo real con 
la pareja de cebadores 0CRAQ1/0CRAQ2, ya que se obtuvieron valores muy 
cercanos al NTC.
5. ANALISIS DE LA PRODUCCIÔN DE OCRATOXINA A EN ESPECIES DE 
Aspergillus SECCIÔN CIRCUMDATI
Los protocolos de cultivo asi como de extracciôn y cuantificaciôn de OTA en el 
medio utilizado se detallan en el apartado 4 de la secciôn Materiales y Métodos.
Los valores de OTA détecta dos en las plaças de medio CYA donde se inocularon 
distintas especies de Aspergillus secciôn Circumdati tras 7 dias de incubaciôn se 
muestran en la tabla 3.6. Los niveles més altos de producciôn se encontre ron en las 
cepas de A. steynii con un valor medio de 41,1 pg/g, seguidas de los aislamientos 
de A. westerdijkiae con una media de 2,5 pg/g. Hay que destacar la capacidad 
productora de la cepa 3.53 de A. steynii que alcanzô los valores més altos de 
concentraciôn de toxina en el medio (221,6 pg/g). A. elegans y A. ochraceus 
también son capaces de producir OTA pero a unos niveles mucho més bajos (0,07 y 
0,007 pg/g, respectivamente).
A. steynii presentô el mayor porcentaje de cepas productoras de OTA (90%). 
Aunque los niveles de producciôn fueron mucho més bajos, A. elegans también 
destacô en este aspecto ya que el 83% de las cepas fueron ca paces de producir 
OTA. Un porcentaje importante de los aislamientos de A. westerdijkiae (66,7%) 
produjo la toxina, mientras que en el caso de A. ochraceus la proporciôn fue sôlo de 
un 22,2%.
Especie Cepa
A. elegans
A. ochraceus
A. steynii
A. westerdijkiae
CBS 102.14
CBS 310.80
CBS 614.78
CBS 615.78
IMI 345568
IMI 345571
H5A
H210
Origen
Desconocido
Desconocido
OTA (p g /g )
7,5 X 10
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
3,1 X 10 
8,0 X 10
ND
1,0 X 10
9,0 X 10
Harina de cebada ND
PD8-1
Harina de cebada 
Pimentôn dulce
PDF2
PDF2-1
PDF3
Pimentôn dulce ahumado 
Pimentôn dulce ahumado 
Pimentôn dulce ahumado
7^ xJO"^
 J^ D__
ND
PP2-5= Pimentôn picante
6,1 X 1 0 "
_
ND
PP8'
RI
Pimentôn picante 
Romero
3.53
Aso2 '
CBS 112812
CBS 112813
CBS 112814
Café verde 
Uvas
C^é___
Desconocido
Café
ND
ND
CBS 121991
C^J21993
H2A
Café
Café
H7A
H21S
Harina de cebada 
Harina de cebada 
Harina de cebada
2^1,6
U2,9
13.8 
ND
20.8 
3,6 
32,4 
1,2
2,9
10.5.1
3 . ^  
3.58  ^
3.66 ‘
CCT 6795
CECT 2948 
D5®
PCH1 =
PA 22.1.1
PA 22.2.1
PA 22.3.2
Anis
Ambiente
Uvas
Uvas
Sorgo
Pastel
Pistacho
Anîs
Am's
Anis
8,0 X 10 " 
ND 
9^ 0 X 10  ^
8,8 X 10 " 
1,8 
5,9 
7,3 X 10^  
ND 
ND 
ND 
ND
PA 22.6.2 Anis
PA 22.6.5 Anis
AOPD 16-1 Pimentôn dulce
AOPD 16-2
AOPD 16-3
AOPD 16-4
Pimentôn dulce 
Pimentôn dulce 
Pimentôn dulce
7.2 X 10 " 
ND
26,6
 M
3.2 X 10^_ -
PDFl Pimentôn dulce ahumado 1,0 X 10 ^
Tabla 3.6. Concentraciôn de OTA detectada en medio CYA donde se inocularon los distintos 
aislamientos. Los resultados son las médias de dos repeticiones de cada cepa mencionada en las 
mismas condiciones. Los resultados se muestran en pg de OTA por g de agar.
6. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y LA ACTIVIDAD DE AGUA SOBRE EL 
CRECIMIENTO Y LA PRODUCCIÔN DE OCRATOXINA A EN A. westerdijkiae Y 
A. Steynii
6.1 .- Efecto de la temperatura y la actividad de agua sobre el crecimiento
Tras la siembra e incubaciôn de las dos cepas de A. steynii y A. westerdijkiae tal 
y como se detalla en el apartado 5.1 de la secciôn Materiales y Métodos, se midiô el 
diametro de la colonia y este dato se utilizô como un indicador del crecimiento 
fûngico. Los resultados de las medidas del diametro de las colonias de A. steynii y 
A. westerdijkiae en todas las condiciones probadas en medio CYA, se representan en 
la figura 3.11 y los datos obtenidos en los analisis estadisticos se muestran en la 
tabla 3.7.
A. steynii A. westerdijkiae
Variable GL KW P Variable GL KW P
Temperatura 2 4,678 0,096 Temperatura 2 3,934 0,140
aw 2 11,415 0,003 aw 2 11,954 0,003
Tabla 3.7. Resultados del analisis estadistico para el crecimiento en medio CYA de A. 
steynii y A. westerdijkiae para las dos variables estudiadas. GL: Grados de libertad, KW: 
Valor de! estadistico Kruskal-Wallis, P: p-valor.
En la figura 3.11 se puede comprobar que el crecimiento en A. steynii y A. 
westerdijkiae fue muy similar en este medio en todas las condiciones probadas y no 
se encontre ron diferencias estadisticamente significativas entre los diametros de las 
colonias tras 10 dias de incubaciôn en las dos especies. Por otro lado, el estudio 
realizado indicô que no habia diferencias significativas entre los valores obtenidos de 
las dos cepas de cada una de las especies (p>0,05), por lo que los resultados se 
representan como la media de los datos recogidos de los duplicados de las dos 
cepas de cada una de las especies.
La temperatura no afectô de manera significativa al crecimiento ni en A. 
westerdijkiae ni en A. steynii. Sin embargo, en ambos casos, se apreciaba una 
tendencia al incremento del crecimiento segûn aumentaba la temperatura.
La a„ influye en el crecimiento de ambas especies. El diametro de la colonia se 
redujo de manera significativa a la a« mas baja, mientras que no se encontre ron 
diferencias cuando la a^ era 0,964 y 0,995 tanto en A. westerdijkiae como en A. 
steynii.
T«mp«ratttra (®C)
24
T«mp«ratura (®C)
Figura 3.11. Evaluaciôn del crecimiento de A. steynii (A) y A. westerdijkiae /B) en 
medio CYA a las diferentes temperatures y a« (barras blancas=aw 0,928, grises= aw 
0,964 y negras= aw0,995). Se représenta la media de las dos replicas de las dos cepas 
analizadas para cada especie. Las barras de error se corresponden con la desviaciôn 
estandar de los datos.
6 .2 .-  EFECTO PE LA TEMPERATURA Y LA ACTIVIDAD DE AGUA SOBRE LA PRODUCCIÔN DE 
OCRATOXINA A
Los valores de concentraciôn de OTA producida por A. steynii y A. westerdijkiae 
en medio CYA en todas las condiciones de a^ y temperatura estudiadas se reflejan 
en las la tablas 3 .8  y 3 .9 . Ademés estos datos se representan gréficamente en la 
figura 3 .12 .
20 ®C 24 ®C 28 ®C
g
0,928
0,964
0,995
ND 0,0858±0,0858 
0,9131±0,5836 6,9298±4,7238 
1,3086±0,0789 9,9260^6,5105
---------------------- _ . j
0,5737±0,4123
15,6993±7,2210
128,6610±36,2978
Tabia 3.8. Valores de concentraciôn de OTA (pg/g) producida por A. steynii 
en medio CYA en todas las condiciones de temperatura y a« ensayadas. Los 
datos se muestran como la media de las 4 determinaciones realizadas (2 
réplicas de cada cepa) ± desviaciôn estandar.
20 ®C 24 ®C 28 ®C
g ;
0,928
0,964
0,995
0,0004±0,0004
0,0007±0,0007
0,2527±0,1837
0,0002±0,0002
1,3242±1,0558
2,3616±0,3157
0,0589±0,0589
1,5890±1,2458
0,3324±0,1457
Tabla 3.9. Valores de concentraciôn de OTA (pg/g) producida por A. 
westerdijkiae en medio CYA en todas las condiciones de temperatura y aw 
ensayadas. Los datos se muestran como la media de las 4 determinaciones 
realizadas de cada especie (2 réplicas de cada cepa) ± desviaciôn esténdar.
0 ,995 0,9»5
0.964 0,964
0,920 0,928
ToMporatora (®C) Taai9«rat«ra («C)
Figura 3.12. Niveles de producciôn de OTA por A. steynii (A) y A. westerdijkiae (B) en 
medio CYA a las diferentes temperatures y a .^ Para faciliter la interpretaciôn de las 
gréficas, se représenta el logio de la concentraciôn de OTA detectada en el medio en ng/g. 
Las barras corresponden a la media de las dos réplicas de las dos cepas analizadas para 
cada especie tras 10 dias de incubaciôn.
Como se puede apreciar en la figura 3.12, los perfiles de producciôn de OTA de 
ambas especies no fueron demasiado similares. Ademas los niveles de producciôn 
de A. steynii fueron significativamente superiores a los de A. westerdijkiae en todas 
las condiciones probadas. El estudio realizado indicô que no habia diferencias 
significativas entre las dos cepas de cada una de las especies (p>0,05), por lo que 
los resultados se representan como la media de los datos recogidos de los 
duplicados de las dos cepas de A. westerdijkiae y A. steynii.
Los resultados de los analisis estadisticos efectuados para comprobar el efecto 
de la temperatura y la a„ sobre la producciôn de OTA en las especies de estudio se 
muestran en la tabla 3.10.
A. steynii A. westerdijkiae
Variable GL KW Variable GL KW
Temperatura
a»
4,275
11,028
0,118
0,004
Temperatura
a„
2 2,875
2 8,039
0,238
0,018
Tabla 3.10. Resultados del anéllsis estadistico para la producciôn de OTA en medio CYA de 
A. steynii y A. westerdijkiae para las dos variables estudiadas. GL: Grados de libertad, KW: 
Valor del estadistico Kruskal-Wallis, P: p-valor.
Como ocurria en el caso del analisis del crecimiento fûngico, la temperatura no 
afectô de manera estadisticamente significativa a la producciôn de OTA en ninguna 
de las dos especies. Sin embargo, en A. steynii se apreciô una cl ara tendencia al 
incremento de la producciôn de OTA cuando aumentaba la temperatura. En A.
westerdijkiae no se pudo ver esta tendencia ya que el efecto de la temperatura
sobre la capacidad de producciôn de OTA varia mucho segûn sea la a^.
La aw influyô en la producciôn de OTA en A. steynii de igual forma que sobre el 
crecimiento. La concentraciôn de OTA en el medio se redujo de manera significativa 
a la a« mas baja, mientras que no se encontraron diferencias cuando la a« era 0,964 
y 0,995. Sin embargo, el efecto sobre A. westerdijkiae fue diferente al encontrar 
unicamente diferencias entre las dos condiciones extremes de aw ensayadas.
7. EFECTO DEL SUSTRATO SOBRE EL CRECIMIENTO, LA PRODUCCIÔN DE 
OCRATOXINA A Y LA ESPORULACIÔN DE A. w esterdijkiae  Y A. steynii EN 
DISTINTAS CONDICIONES DE TEMPERATURA Y ACTIVIDAD DE AGUA
7.1.- Efecto del sustrato. la actividad de agua y la temperatura sobre el crecimiento
Los resultados del crecimiento de las colonias de las especies de estudio en 
todas las condiciones y medios probados se representan en la figura 3.13 y los 
datos obtenidos en los analisis estadisticos se muestran en la tabla 3.11.
A. steynii A. westerdijkiae
Variable GL KW P Variable GL KW P
Medio 5 4,890 0,429 Medio 5 2,412 0,790
Temperatura 2 25,150 <0,001 Temperatura 2 18,283 <0,001
aw 2 69,156 <0,001 aw 2 71,811 <0,001
Tabla 3.11. Resultados del analisis estadistico para el crecimiento en A. steynii y A. 
westerdijkiae para todas las variables estudiadas. GL: Grados de libertad, KW: Valor del 
estadistico Kruskal-Wallis, P: p-valor.
Los perfiles de crecimiento en ambas especies fueron bastante similares en 
todas las condiciones probadas (Figura 3.13). Sin embargo, el analisis muestra 
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre ambas especies, siendo 
superior el crecimiento tras 10 dias de incubaciôn en el caso de A. westerdijkiae. El 
estudio realizado indicô que no habia diferencias significativas entre las dos cepas 
de cada una de las especies (p>0,05), por lo que los resultados se representan 
como la media de los datos recogidos de los duplicados de las dos cepas de A. 
westerdijkiae y A. steynii.
La aw influyô en el crecimiento de ambas especies. El diametro de la colonia se 
redujo de manera significativa a la aw mas baja, mientras que no se encontraron 
diferencias cuando la aw era 0,964 y 0,995 tanto en A. westerdijkiae como en A.
steynii. La temperatura afectô de igual manera a ambas especies ya que se 
encontrô una reducciôn significativa en el crecimiento a 20 °C, mientras que el 
diametro de crecimiento de la colonia no se vio modificado entre los 24 y los 28 °C.
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Figura 3.13. Evaluaciôn del crecimiento de A. steynii (izquierda) y A. westerdijkiae 
(derecha) en los distintos medios, a las diferentes temperatures y a« (barras blancas=aw 
0,928, grises= a^ 0,964 y negras= a« 0,995). Se représenta la media de las dos réplicas de 
las dos cepas analizadas para cada especie. Las barras de error se corresponden con la 
desviaciôn estandar de los datos.
El crecimiento alcanzado tras 10 dias de incubaciôn en las dos especies en las 
distintas condiciones no se vio modificado por el medio en el que estaban 
inoculadas. Sin embargo, se puede comprobar una apariencia muy diferente de las 
colonias en cuanto a que pueden ser mas o menos algodonosas o presentar 
distintos niveles de producciôn de pigmentes. En las figuras 3.14 y 3.15 se 
muestran ejemplos de plaças en cada una de las condiciones y medios probados de 
A. steynii 3.53 y A. westerdijkiae CECT 2948.
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Figura 3.14. Efecto de la 
temperatura y la aw sobre 
A. steynii 3.53 en medios 
preparados a partir de 
matrices alimentarias. A 
modo de ejempio, se 
muestra, una de las 
plaças donde se estudio el 
crecimiento del hongo en 
todos los medios y cada 
una de las condiciones 
ensayadas tras 10 dias de 
incubaciôn.
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Figura 3.15. Efecto de la 
temperatura y la aw sobre 
A. westerdijkiae CECT 
2948 en les distintos 
medics preparados a partir 
de matrices alimentarias. 
Se muestra, a modo de 
ejempio, una de las plaças 
donde se estudio el 
crecimiento del bongo en 
todos los medics y cada 
una de las condiciones 
ensayadas tras 10 dias de 
incubacion.
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7.2.- E fe c to  d e l s u s tra tq . la  a c tiv id a d  de agua y la  te m p e ra tu ra  so bre  la  p roducciôn
Los resultados de producciôn de OTA de A. westerdijkiae y A. steynii en todas 
las condiciones y medios probados se representan en la figura 3.16 y las tablas 3.13 
y 3.14, mientras que los datos obtenidos en los analisis estadisticos para cada una 
de las especies por separado se muestran en la tabla 3.12.
En la figura 3.16 se puede observer la g ran diferencia que se obtuvo entre los 
perfiles de producciôn de OTA de ambas especies, ya que A. steynii fue capaz de 
producir OTA en un rango de condiciones mas amplias y a niveles mas altos que A. 
westerdijkiae. El analisis estadistico apoyô esta afirmaciôn ya que aparecieron 
diferencias estadisticamente significatives entre la producciôn de ambas especies e 
indicô que los niveles de OTA detectados son mayores en el caso de A. steynii. El 
estudio realizado indicô que no habia diferencias significatives entre las dos cepas 
de cada una de las especies (p>0,05), por lo que los resultados se representan 
como la media de los datos obtenidos en los duplicados de las dos cepas de A. 
westerdijkiae y A. steynii.
A. steynii A. westerdijkiae
Variable GL KW P Variable GL KW P
Medio 5 32,738 <0,001 Medio 5 27,337 <0,001
Temperatura 2 8,420 0,015 Temperatura 2 7,277 0,026
3w 2 34,263 <0,001 3w 2 7,022 0,030
Tabla 3.12. Resultados del analisis estadistico para la producciôn de OTA en A. steynii y A. 
westerdijkiae para todas las variables estudiadas. GL: Grades de libertad, KW: Valor del 
estadistico Kruskal-Wallis, P: p-valor.
Todas los factores analizados influyeron significativamente en la producciôn de 
OTA en ambas especies. La capacidad para producir la toxina de A. steynii fue 
similar en todos los medios excepto en el de uvas en el que la concentraciôn de la 
toxina en el medio fue significativamente menor. Hay que d esta car que sôlo A. 
steynii fue capaz de producir OTA en este medio aunque los niveles fueron muy 
bajos. En el caso de A. westerdijkiae, la producciôn fue similar en todos los casos 
aunque se encontreron diferencias estadisticamente significatives entre los medios 
de uva y pimentôn, ya que en este ultimo los niveles de producciôn fueron muy 
elevados. Hay que destacar que esta ultime especie cuando creciô en medios de 
café y maiz, solamente fue capaz de producir OTA en el caso de que la temperatura 
fuera 28 °C y a los dos niveles de a^ mas altos de los analizados.
A. steynii A. westerdijkiae
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Figura 3.16. Evaluaciôn de la producciôn de OTA por A. steynii fizquierda) y A. westerdijkiae 
(derecha) en los distintos medios, a las diferentes temperaturas y a« (barras blancas=aw 
0,928, g rises = a* 0,964 y negras= 3w 0,995). Para facilitar la interpretaciôn de las gràficas, 
se représenta el logio de la concentraciôn de OTA detectada en el medio en ng/g. Las barras 
corresponden a la media de las dos réplicas de las dos cepas analizadas para cada especie. 
Las barras de error representan la desviaciôn esténdar de los datos.
La modificaciôn en la a „ supuso mayor efecto en las cepas de A. steynii que en 
A. westerdijkiae. En el primer caso, se détectaron diferencias significativas entre 
todos los niveles probados y se confirmé que la producciôn de OTA aumentaba con 
la aw Sin embargo, en la segunda especie hubo diferencias significativas en la 
producciôn de OTA unicamente al nivel mas bajo de a« (0,928).
La producciôn de OTA por A. steynii en los medios basados en las matrices 
alimentarias también se vio influenciada por la temperatura, reduciéndose 
significativamente a 20 °C. Ademas, de manera general, la producciôn de OTA en 
esta especie tendiô a incrementarse con la temperatura. En el caso de A. 
westerdijkiae, la temperatura no supuso una variaciôn en la producciôn de OTA.
El medio preparado a partir de pimentôn fue en el que se alcanzaron los 
màximos niveles de producciôn para ambas especies aunque las condiciones 
ôptimas fueron diferentes para cada una de ellas: 28 °C  y av»=0,995 para A. steynii 
([OTA] = 4 3 ,3 2  pg/g) y 24  °C y a w = 0 ,96 4  para A. westerdijkiae ([OTA] = 1 0 ,2 8  pg/g).
20 ®C 24 ®C 28 ®C
cs 0,928 ND 0,0012=1=0,0012 0,4117=1=0,3377
I 0,964 0,0200±0,0200 2,6946=1=1,4879 14,0926=1=10,7641E
a 0,995 8,2941±0,2714 33,8266±3,5281 43,3155=1=2,3825
y
0,928 0,0017^=0,0007 0,0049±0,0019 0,0038=1=0,0038
8 0,964 0,0323^=0,0297 0,0977=1=0,0643 0,2397=1=0,0100
0,995 0,4326=1=0,2056 0,8168=1=0,3243 0,7614±0,6267
0,928 ND 0,0003=1=0,0003 0,00071=0,0007
È 0,964 ND ND ND
0,995 ND ND 0,00031:0,0003
0,928 0,0018=1=0,0018 ND 0,00051=0,0005
< 0,964 0,0279=1=0,0279 0,0732=1=0,0709 0,05571=0,0302
0,995 0,6104±0,6104 0,7642=1=0,6667 1,36261=0,4964
0,928 0,0004±0,0004 0,0018=1=0,0018 0,00331=0,0033
jy
g 0,964 ND 0,0802±0,0597 0,22321=0,0850
0,995 0,0199±0,0163 1,7600=1=0,0240 16,14401=0,1755
1
0,928 0,0004=1=0,0004 0,0004=1=0,0004 0,00351=0,0020
1 0,964
0,0160=1=0,0007 0,1291±0,0789 0,74981=0,1538
5 0,995 5,5628=1=3,9820 15,5655=1=7,7880 27,15791=9,9262
Tabla 3.13. Valores de concentraciôn de OTA (pg/g) producida por A. steynii 
en cada uno de los medios preparados a partir de matrices alimentarias en 
todas las condiciones de temperatura y a« ensayadas. Los datos se muestran 
como la media de las 4 medidas por HPLC de cada especie (2 réplicas de 
cada cepa) ±  desviaciôn esténdar.
20 ®C 24 ®C 28 ®C
c  ■ 
1
0,928
0,954
0,995
ND
0,0983±0,0983
0,0101±0,0018
ND
10,2810±10,2118
0,0168±0,0106
ND
0,02511=0,0199
0,97841=0,7426
0,928 ND ND ND
s 0,954 ND ND 0,0015=^0,0015
0,995 ND ND 0,00491=0,0049
% 0,928 ND ND ND
1 0,964 ND ND ND
0,995 ND ND ND
J52
0,928 0,0040±0,0040 0,0018±0,0018 0,00191=0,0019
5 0,964 0,0013±0,0013 ND ND
0,995 ND ND ND
0,928 ND ND ND
i 0,964 ND ND 0,00301=0,0030
0,995 ND ND 0,03981=0,0387
1
0,928 ND ND 0,01041=0,0104
0,964 ND 0,00351=0,0035 0,21441=0,2121
U 0,995 I 0,0009±0,0009 0,00671=0,0067 i 0,78601=0,7245
Tabla 3 .1 4 . Valores de concentraciôn de OTA (pg/g) producida por A. 
westerdijkiae en cada uno de los medios preparados a partir de matrices 
alimentarias en todas las condiciones de temperatura y a« ensayadas. Los 
datos se muestran como la media de las 4 medidas por HPLC de cada especie 
(2 réplicas de cada cepa) ± desviaciôn esténdar.
7.3.- Efecto del sustratq. la actividad de agua y la temperatura sobre la esporulaciôn
Uno de los aspectos que se suele ver modificado por los factores abiôticos es la 
tasa de esporulaciôn, por lo que se analizô la cantidad de esporas producidas por 
ambos hongos en cada una de las condiciones. Los resultados de la esporulaciôn de 
A. westerdijkiae y A. steynii en todas las condiciones y medios probados se 
representan en la figura 3.17.
Los resultados del estudio estadistico para las distintas variables se muestran 
en la tabla 3.15. El analisis de los datos revelô que no habia diferencias en la 
esporulaciôn de las dos especies estudiadas aunque en la mayona de los casos A. 
westerdijkiae produjo mayor numéro de esporas que A. steynii. El estudio realizado 
indicô que no hay diferencias significativas entre las dos cepas de cada una de las
especies, por lo que los resultados se representan como la media de los datos 
recogidos de los duplicados de las dos cepas de A. westerdijkiae y A. steynii.
A. steynii A. westerdijkiae
U
0
oM
UO
r4
Uo
€0M
Pimentôn Café Cebada Pimentôn Café CebadaUvas
Pimentôn Café Maiz Cebada Pimentôn Café Maiz Cebada
Pimentôn Café Maiz Cebada Pimentôn Café Maiz Cebada
Figura 3.17. Evaluaciôn de la esporulaciôn de A. steynii /izquierda) y A. westerdijkiae 
(derecha) en los distintos medios, a las diferentes temperaturas y a« (barras grises= aw 0,964 
y negras= a« 0,995). Las barras corresponden a la media de las dos réplicas de las dos cepas 
analizadas para cada especie. Las barras de error representan la desviaciôn esténdar de los 
datos.
A. steynii A. westerdijkiae
Variable GL KW P Variable GL KW P
Medio 5 50,451 <0,001 Medio 5 49,48 <0,001
Temperatura 2 1,125 0,570 Temperatura 2 6,107 0,047
Tabla 3.15. Resultados del anélisis estadistico para la esporulaciôn en A. steynii y A. 
westerdijkiae para las variables medio y temperatura. GL: Grados de libertad, KW: Valor del 
estadistico Kruskal-Wallis, P: p-valor.
La esporulaciôn en A. westerdijkiae fue similar en todos los casos excepto en el 
medio preparado a partir de uvas en el que la concentraciôn de esporas se fue 
significativamente menor. Sin embargo, en el caso de A. steynii vemos dos medios 
con comportamiento estadisticamente distinto. En el medio de pimentôn la 
esporulaciôn fue mayor que en el resto, mientras que en el medio de uvas la 
concentraciôn de esporas fue menor.
La esporulaciôn de A. westerdijkiae y A. steynii en medios basados en matrices 
alimentarias no se vio influenciada por ia temperatura en ningun caso. La formaciôn 
de esporas tampoco se modified al variar la aw en A. westerdijkiae, pero si en A. 
steynii donde la concentraciôn de esporas aumentô al incrementarse la a ^
8. ESTUDIO DE LA EXPRESIÔN DE GENES IMPLICADOS EN LA BIOSINTESIS  
DE OCRATOXINA A EN A. w esterdijkiae
8.1.- CARACTERIZACIÔN DEL AISLAMIENTO UTILIZADO EN LA DESCRIPCIÔN DE LOS GENES OkS Y 
D450-B03
O'Callaghan et àl. (2003, 2006) caracterizaron dos genes, pks y p450-B03, 
implicados en la sintesis de OTA en A. ochraceus. Sin embargo, estos trabajos 
fueron anteriores o contemporaneos al tra bajo de Fnsvad et al (2004) en el que se 
describen nuevas especies en la secciôn Circumdati. La mayor parte de los 
aislamientos productores de OTA de A. ochraceus se han reclasificado como A. 
westerdijkiae, por lo que se comprobô a que especie correspondia el aislamiento 
utilizado por los autores.
La comprobaciôn de esta hipôtesis se llevo a cabo mediante ensayos de PCR 
llevados a cabo tal y como se describe en el apartado 6.1 de Materiales y Métodos. 
La pareja de cebadores PKS4-KOF/PKS4-FOR amplifican una banda de 
aproximadamente 1400 pb del gen pks, y OCRAp450-lF/OCRAp450-2R un 
fragmente de unos 1100 pb del gen p450-B03. Los resultados obtenidos revelaron 
que unicamente se ampiificaba una banda especifica dei tamano esperado en ei 
caso de que se estuviera utilizando DNA de A. westerdijkiae. Por tanto, se dedujo 
que el aislamiento utilizado en los trabajos de O'Callaghan et al. (2003, 2006) era 
en realidad una cepa de A. westerdijkiae y no de A. ochraceus. En la figura 3.18 se 
muestra un ejemplo de reacciones de PCR con DNA de alguna de las cepas de A. 
westerdijkiae y A. ochraceus con las que se probô.
P K S 4-K O F / PKS4-FOR
M 1 2 3 4' 5 6 7 8 9 10 11 M
1400 pb
OCRAp450-lF/OCRAp450-2R
M l  2 3 4 5 6  7 8 9  10 11 M
1100 pb
Figura 3.18. Amplificaciôn por 
PCR con los cebadores PKS4- 
K0F/PKS4-F0R (arriba) y
OCRAp450-lF/OCRAp450-2R 
(abajo). Garnies 1-5: A.
westerdijkiae CECT 2948, CCT 
6795, CCT 6810, CCT 6825, 3.58; 
carriles 6-10: A. ochraceus CECT 
2093, CECT 2969, H5A, RI, PP8; 
carril 11: control negativo. M:
Marcador de peso molecular 
GeneRuler^'^ lOObp Plus DNA
Ladder.
8 .2 .- A n a l is is  d e  la e x p r e s iô n  d e  lo s  g e n e s  oks, d450-B03, aoks l y  nros  en  A. 
westerdijkiae
La expresiôn de los genes im plicados en la sintesis de OTA en A. westerdijk iae  
se analizô m ediante RT-PCR a tiem po real con ensayos disehados en este tra  bajo. 
En prim er lugar, se analizô la eficacia de amplificaciôn m ediante PCR a tiem po real 
de los cebadores disenados a p a rtir de ias secuencias de los genes implicados en ia 
sintesis de OTA en A. westerdijkiae. Se realizaron curvas esténdar con diiuciones 
décimales de DNA de la cepa CECT 2948 obteniendo los valores de eficacia y 
coeficiente de correiaciôn que se indican en la tabla 3.14. La m ayor diferencia entre 
ia eficacia de reacciôn del gen constitu tive  y de ios genes estudiados se obtuvo en ei 
caso del gen a o ks l y unicam ente fue del 3%. Esto supone la posibilidad de u tiliza r 
el método de cuantificaciôn re lative ai no ex is tir diferencias en ias eficacias de mas 
dei 10% en ningun caso (Schm ittgen & Livak, 2008).
Stub pks P 450-B 03 nrps aoksl
Eficacia (% ) 95,0 94,0 92,0 95,7 97,0
r2 0,997 0,998 0,999 0,994 0,997
Tabla 3.14. Eficacia de reacciôn calculada a partir de la curva esténdar generada con los 
cebadores disenados para la amplificaciôn de cada uno de los genes. Ademés se muestran los 
valores del coeficiente de correiaciôn (R^) de cada una de ellas.
Los resultados de los niveles de expresiôn de los genes estudiados por ias très 
cepas de A. westerdijk iae  se muestran en la figura 3.19. En todos ios casos, ia tasa 
de expresiôn para cada gen se représenta con respecto a ios resultados de la cepa 
no productora, 3.38, tras 7 dias de incubaciôn.
M 1500
n rps
> 30,0
4 5 6 7
Tiempo de incubaciôn (di'as)
4 5 6 7
Tiempo de incubaciôn (di'as)
Figura 3.19. Tasa de expresiôn relative de los genes analizados en este estudio para cada una 
de las cepas productoras CECT 2948 (linea blanca sôlida) y 3.58 (Imea blanca discontinua) y la 
para la cepa no productora (h'nea negra). Los resultados se representan con respecto a los de la 
cepa 3.38 tras 7 di'as de incubaciôn. Los resultados son la media de los resultados de las dos 
réplicas evaluadas en plaças independientes tras el correspondiente dîa de incubaciôn.
Los mayores niveles de expresiôn, tan to  en la cepa CECT 2948 como en 3.58, 
se obtuvieron en el caso del gen que codifica para ia enzima poiiquétido sintasa 
descrito por O'Callaghan et al. (2003), seguido del gen p450-B03  que codifica para 
una citocrom o p450 monooxigenasa. Ei gen nrps que codifica para una sintetasa de 
péptidos no ribosomaies tam bién se expresô a niveles elevados en ambas cepas 
productoras. Ademas, los perfiles de expresiôn de ios très genes a io largo dei 
tiem po es s im ilar en cada una de ias cepas. Por otro iado, los niveles de expresiôn 
de estos genes se reiacionaron con ia cantidad de OTA detectada en ei medio 
cuantificada por HPLC. Los niveles de expresiôn de los genes pks, p450-B03  y nrps 
fueron mayores en la cepa CECT 2948 y, como se puede com probar en la tabla
3.15, este aislamiento produjo mayor cantidad de OTA que 3.58. No hubo expresiôn 
de ninguno de estos très genes en el caso de la cepa que era incapaz de producir 
OTA. Ei analisis estadistico llevado a cabo comparando la expresiôn de estos très 
genes, muestra que hay diferencias significativas entre las cepas productoras frente 
a la no productora.
OTA (|jg /g) 
IAK.
Dîa 3 0,37±0,25 0,093:0,07
Dîa 4 0,32±0,19 0,243=0,06
Dîa 5 5,18±1,51 0,413=0,09
Dîa 6 1,853=1,75 0,253=0,03
Dîa 7 2,35±0,83 0,463:0,39
Dîa 8 4,343:3,44 0,133=0,01
Tabla 3.15. Niveles de OTA medidos por HPLC en cada una de 
las cepas de A, westerdijkiae productoras estudiadas en el 
ensayo. Los resultados se muestran como la media ± 
desviaciôn esténdar de las dos réplicas analizadas en cada di'a.
En el caso del gen aoksl descrito por Bacha et al. (2009), la situaciôn fue 
totalmente diferente. Los mayores niveles de expresiôn se obtuvieron en el caso de 
la cepa no productora 3.38, mientras que en ias cepas productoras la expresiôn fue 
mucho menor. Por tanto, la expresiôn de este gen no se relaciona con ia producciôn 
de toxina en estas condiciones. Ademas el analisis estadistico de los datos refleja 
que no hay diferencias significativas en ia expresiôn de este gen entre ias cepas 
productoras y la no productora.
9. CARACTERIZACIÔN DE GENES IMPLICADOS EN LA BIOSINTESIS DE 
OCRATOXINA A EN A. steynii
9.1.- CARACTERIZACIÔN DE UN GEN QUE CODIFICA PARA UNA CITOCROMO P450 MONOOXIGENASA
La amplificaciôn de DNA de A. steynii con la pareja de cebadores OCRAp450F y 
p450OCRAR, produjo un fragmento de 58 pb y, por tanto, de similar longitud que el 
obtenido en A. westerdijkiae (Figura 3.20). La secuencia obtenida tenia un 93% de 
identidad con la secuencia del pequeno fragmento del gen p450-B03 de A. 
westerdijkiae.
Figura 3.20. Amplificaciôn por PCR con 
los cebadores OCRAp450F y p450OCRAR 
en A. steynii y A. westerdijkiae. Carriles 
1-5: A. steynii 3.53, Aso2, H7A, CBS 
112812, CBS 121991; carriles 6-9: A. 
westerdijkiae 3.58, CCT 6795, CCT 6810, 
CCT 6825; carril 10: control negativo. M: 
Marcador de peso molecular GeneRuler^"^ 
Low Range DNA Ladder.
Para conseguir la secuencia compieta del gen se utilizô la técnica 5'-RACE 
siguiendo los pasos que se describen en ei apartado 6.3.1 de ia secciôn Materiaies y 
Métodos. La banda obtenida ai finai dei protocole se muestra en la figura 3.21 y 
presentaba entre 1400 y 1500 pb. Este tamano era ei que se esperaba, ya que séria 
s im iiar ai dei gen p450-B03  en A. westerdijkiae. La banda visuaiizada en ei gei de 
agarosa se recortô y cionô en un vector pGEM-T® para su posterior secuenciaciôn. 
Debido a la g ran longitud dei fragm ento clonado, se realizaron très rondas de 
secuenciaciôn utilizando, a parte de ios cebadores universales, otro s disenados a 
partir de las secuencias parciaies dei gen que iban obteniéndose. Las secuencias de 
estos cebadores son 5'-GCCTCGGTGATATCAGGCGTAT-3' (RACEp450secl) y 5'- 
GAGCGTGGCGAAGGCAGACT-3' (RACEp450sec2).
1500
Figura 3.21. Resultado de la técnica 5'- 
RACE utilizada para la obtenciôn de un gen 
similar al p450-B03 de A. westerdijkiae. Se 
puede comprobar que en los dos ensayos 
llevados a cabo de manera independiente 
se obtuvo una banda semejante (carriles 1 
y 2). El carril 3 se corresponde con el 
control negativo. M: marcador de peso 
molecular 100 bp Plus DNA Ladder.
La secuencia finai obtenida tenia 1436 pb y ai compararia con ia dei gen p450- 
B03, se obtuvo una identidad del 80%  entre ambas. Esta secuencia génica se 
denominô p450ste. Ademas al analizar la secuencia e in troduciria en ia herram ienta 
BLAST de la base de datos del NCBI, se comprobô que tenia una identidad del 66%  
con el gen A n l5 g 0 7 9 0 0  del genoma complete de A. niger. En nuestro grupo, se ha 
postulado que este marco abierto de lectura codifica para una citocrom o p450 
monooxigenasa (P450) y se encuentra rodeado de genes que codifican para
proteinas frecuentem ente implicadas en los clusters de producciôn de m icotoxinas, 
por lo que podria ser un gen Implicado en la sintesis de OTA en A. n iger (Gonzalez- 
Salgado, 2009). Por otro iado, al in troducir la secuencia de aminoacidos deducida a 
partir de ia secuencia dei gen p450ste  en ia base de datos del NCBI, la herram ienta 
BLAST reconociô ios dominios conservados de ia proteina y la clasificaba como 
perteneciente a la superfam ilia de las citocromo p450. En ia figura 3.22 se muestra 
ei aiineamiento de ias tres hipotéticas proteinas que se obtendnan a partir de ios 
marcos abiertos de lectura de los tres genes anteriorm ente mencionados de A. 
steynii, A. westerdijkiae  y A. n iger ju n to  con la secuencia de aminoacidos deducida 
dei gen CypA del cluster de producciôn de afiatoxinas en A. fiavus que tam bién 
codifica para una P450. La iguaidad entre ias secuencias pro te icas de ias tres 
primeras es superior a la encontrada en las secuencias de nucieotidos y se situa en 
un 86,2%  entre ia secuencia de las P450 de A. steyn ii y A. westerdijkiae  y en un
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Figura 3.22. Aiineamiento mediante el método CLUSTALW de la secuencia de aminoacidos 
deducida a partir del gen p450ste de A. steynii, otras P450 que parecen implicadas en la 
sintesis de OTA en A. westerdijkiae y A. niger y la implicada en la sintesis de afiatoxinas en 
A. fiavus codificada por el gen CypA.
En amarillo se resaltan los residuos aminoacfdicos iguales a los de la secuencia de A. steynii. 
Ademés se senala la posicion de los motivos de union a membrana (morado), de 
transferencia de protones (verde) y de union al grupo hemo (rojo) asi como la secuencia 
consenso de estos motivos en todas las proteinas de la superfamilia citocromo p450 (Werck- 
Relchhart & Feyereisen, 2000).
67,4 % entre las correspondientes a A. steyn ii y A. niger. Cabe destacar zonas 
altam ente conservadas en todas ellas que son tip icas de todos los m iembros de esta 
superfam ilia como el dom inio de union ai grupo hemo o ei de transferencia de 
protones. Asim ismo, en las tres secuencias de aminoacidos correspondientes a 
proteinas posiblemente impiicadas en ia sintesis de OTA en distintas especies, 
aparecen otras zonas altam ente conservadas que no se encuentran en la secuencia
de la proteina correspondiente implicada en ia sintesis de afiatoxinas en A. fiavus 
(Figura 3.22).
9 .2 . -  CARACTERIZACIÔN DE UN GEN QUE CODIFICA PARA UNA CLOROPEROXIDASA
En ios ensayos de PCR convencionai iievados a cabo con cebadores disenados a 
pa rtir de ia secuencia del gen que codifica para una cioroperoxidasa en P. nordlcum  
(Geisen et al., 2006) se obtuvo una ùnica banda de aproximadam ente 500 pb 
cuando se utiiizaba DNA de A. steyn ii (Figura 3.23).
Figura 3.23. Amplificaciôn por 
PCR con los cebadores otachl- 
F/otachl-R. Carriles 1-2: A.
steynii 3.53, Aso2; carril 3: P. 
nordicum BFE 487, carril 4: 
control negativo. M: Marcador 
de peso molecular 2-log DNA 
Ladder
Tras ia secuenciaciôn de ia banda obtenida se comprobô que ia identidad con el 
gen que codifica para la enzima cioroperoxidasa en P. nordlcum  era de un 75% . Por 
tanto , se disenaron cebadores para el analisis de la expresiôn de este gen en A. 
steyn ii mediante PCR a tiem po reai para comprobar si podria estar impiicado en ia 
sintesis de OTA en esta especie.
9 .3 .- CARACTERIZACIÔN DE GENES QUE CODIFICAN PARA POLIOUÉTIDO SINTASAS
En ias reacciones de PCR convencionai realizadas con las parejas de cebadores 
PKS4-K0F/PKS4-F0R y A o ks l/A o ks lR , con las condiciones de amplificaciôn que se 
describen en los apartados 6.1 y 6.3.2 de Materiales y Métodos, respectivamente, 
se obtuvo amplificaciôn positiva utiiizando DNA de A. steynii. En el caso de los 
cebadores que amplifican ei gen pks  (PKS4-K0F/PKS4-F0R) se obtuvo una ùnica 
banda de ampiificaciôn de aproxim adam ente 1200 pb ai utiiizar DNA de A. steynii, 
que coincidia con ei tamano de ia banda obtenida ai am plificar DNA de A. 
westerdijkiae  (Figura 3.24).
Figura 3.24. Amplificaciôn por PCR 
con los cebadores PKS4-K0F/PKS4- 
FOR. Carriles 1-2: A. steynii
121993, Aso2; carril 3-4: A.
westerdijkiae CECT 2948, CBS 
589.68, carril 5: control negativo. 
M: Marcador de peso molecular 
GenRuler™ lOObp Plus DNA Ladder.
La banda obtenida se cionô y secuenciô como se indica en el apartado 6.3.1 de 
la secciôn Materiaies y Métodos. La identidad de ia secuencia obtenida con la del 
gen pks de A. westerdijk iae  fue de un 99%  por lo que se seleccionô para llevar a 
cabo estudios de PCR a tiem po real para el estudio de su expresiôn.
En ei caso de ia ampiificaciôn por PCR de DNA genômico de A. s teyn ii con ios 
cebadores A o ks l/A o ks lR , se obtuvieron dos bandas de aproxim adam ente 1100 y 
1300 pb (Figura 3.25). Ambas bandas se recortaron y cionaron siguiendo ei 
protocole descrito en ei apartado 6 .3 .1 .4  de Materiaies y Métodos y ias secuencias 
obtenidas se in trodu jeron en ia herram ienta BLAST proporcionada por ei NCBI. 
Mientras que ia secuencia de 1300 pb no tenia reiaciôn mas que con secuencias no 
caracterizadas de los genomas completes de distintos hongos del género 
Aspergillus, la secuencia de ia banda de 1100 pb tenia una identidad dei 99%  con ia 
secuencia del gen a oks l de A. westerdijkiae. Por esto, tam bién se disehô un 
protocoio de PCR a tiem po reai para estudiar si su expresiôn podria estar 
reiacionada con ia sintesis de OTA en A. steynii.
â #
Figura 3.25. Amplificaciôn por PCR 
con los cebadores Aoksl/AokslR. 
Carriles 1-3: A. steynii 121993, Aso2, 
3.53; carril 4: A. westerdijkiae CECT 
2948, carril 5: control negativo. M: 
Marcador de peso molecular 
Gen Ru 1er™ lOObp Plus DNA Ladder.
9 .4 . -  ANÂLISIS de la e x p r e s iô n  de LOS GENES CANDIDATOS MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL
Ei diseho de ios cebadores especificos utiiizados en ios ensayos de PCR a tiem po 
reai para el estudio de ia expresiôn de ios genes caracterizados se reaiizô a pa rtir de 
ias secuencias obtenidas previam ente segün se describe en ei apartado 6.3 de 
Materiaies y Métodos. Los cebadores utiiizados para ia amplificaciôn dei gen a o ks l 
en A. s teyn ii fueron ios m ismos que ios utiiizados en ei caso dei anaiisis de la 
expresiôn de ese gen en A. westerdijkiae  debido a ia iguaidad de las secuencias en
esa zona. La secuencia de todos los cebadores se muestran en la tabla 3.16. Todas 
las parejas de oligonucleôtidos fueron probadas mediante PCR convencionai con las 
condiciones indicadas en el apartado 3.2.2 de la secciôn Materiales y Métodos. 
Mientras que las parejas p450steQl/p450steQ2 y chIF/chIR amplificaron una banda 
del tamano esperado al utilizar DNA o cDNA de A. steynii, con los cebadores 
disenados a partir de la secuencia de ios genes que codificaban para enzimas del 
tipo PKS no se obtenia ninguna banda de amplificaciôn. La estructura secundaria de 
estos dos genes se analizô mediante un programa information a la temperatura de 
hibridaciôn de los cebadores y no se obtuvo evidencia que se produjese ningun tipo 
de bucle o apareamiento inespecifico de bases que impidiera la uniôn de los 
cebadores.
B-tubulina {6tub) BTUBQsteFBTUBQsteR
5'- GCCGTTCTCGTCGACCTTGAG-3' 
5'- CTGACCGAAGACGAAGTTGTCG-3'
Poiiquétido sintasa {stepks) PKSQSTEFPKSQSTER
5-GAGACCCTTGCGGATCAACC-3' 
5'-CATGCCAAATGTGCGCAGGAT -3'
Cioroperoxidasa (chl) STEQchlFSTEQchIR
5'- CAGCCCTTTCACCTGGCTCA-3' 
5'- GGCCGTCGTGCTTCCCGATT-3'
Citocromo p450 
monooxigenasa (p450ste)
QSTEp4501
QSTEp4502
5'-ACCATCGCTTACACAGACCTC -3' 
5-GGAGCGTGCAACCTCGTTCA-3'
Tabla 3.16. Parejas de cebadores utilizadas para el estudio de la expresiôn de genes 
posiblemente implicados en la sintesis de OTA en A. steynii mediante PCR a tiempo real. 
En la tabla se refleja n su nombre y su secuencia.
Debido a los problemas encontrados, unicamente se pudo realizar ei analisis de 
ia expresiôn de los genes p450ste y chl. Para la normalizaciôn de los resultados se 
eligiô de nuevo la expresiôn del gen Stub. En primer lugar, se analizô la eficacia de 
amplificaciôn de los cebadores disenados a partir de estos genes mediante PCR a 
tiempo real. Se realizaron curvas esténdar con diiuciones décimales de DNA de la 
cepa 3.53 obteniendo ios valores de eficacia y coeficiente de correiaciôn que se 
indican en la tabla 3.17. Las diferencias entre la eficacia de amplificaciôn de los 
genes de estudio con respecto a la obtenida para el gen constitutive no su pero en 
ningun caso el 10%, por lo que, igual que en los casos anteriores, para el anélisis de 
los resultados se utilizô el método de cuantificaciôn relativa 2 '^^^ (Schmittgen & 
Livak, 2008).
Stub p450ste chl
Eficacia (%)
r2
97,0
0,994
93,4
0,998
92,3
0,999
Tabla 3.17. Eficacia de reacciôn calculada a partir de la curva 
esténdar generada con los cebadores disenados. Ademés se muestran 
los valores del coeficiente de correiaciôn (R^) para cada una de ellas.
Los niveles de expresiôn de ios genes estudiados, p450ste  y chl, en las tres 
cepas estudiadas se muestran en ia figura 3.26. En todos ios casos, la tasa de 
expresiôn para cada gen se indica con respecto a ios resultados de la cepa no 
productora, CBS 112813, tras 7 dias de incubaciôn.
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Figura 3.26. Tasa de expresiôn 
relativa de los genes analizados en 
este estudio, p450ste (arriba) y chl 
(abajo) para cada una de las cepas 
productoras 3.53 (linea blanca 
sôlida) y Aso2 (linea blanca 
discontinua) y para la cepa no 
productora (linea negra). Los 
resultados se muestran con 
respecto a los valores obtenidos 
por la cepa CBS 112813 tras 7 dias 
de incubaciôn. Los resultados son 
la media de los datos de las dos 
réplicas evaluadas tras el 
correspondiente dia de incubaciôn.
4 5 6 7
Tiempo de incubaciôn (dias)
La expresiôn dei gen p450ste  en ias dos cepas productoras de OTA fue 
significativam ente m ayor que en ia cepa no productora, CBS 112813, donde no se 
obtuvo senai detectable en ningun caso. Los niveies de expresiôn fueron mas de 
700 veces mayores en ei caso de ia cepa Aso2 y de 90 veces en ei caso de 3.53. Los 
niveies de concentraciôn de OTA detectada en medio CYA tras ios d istintos dias de 
incubaciôn se m uestran en ia tabia 3.18. Se puede com probar como ia cepa Aso2 es 
ia que mas toxina acumuiô en ei medio y, como se acaba de com entar, es la que
alcanzô mayores niveles de expresiôn del gen p450ste. Por otro Iado, la cepa 3.53 
produjo menor cantidad de OTA en estas condiciones asi como no expresô el gen a 
niveles tan elevados. Ademas, el analisis de los datos llevado a cabo senalô que 
habia diferencias estadi'sticamente significativas entre la expresiôn de este gen en el 
caso de las cepas productoras con respecto a la no productora.
Dîa 3 13,95±1,57 16,163=6,39
Dîa 4 38,01±2,78 38,133=3,89
Dîa 5 48,873=6,65 94,513=24,21
Dîa 6 62,35±0,02 140,973=15,79
Dîa 7 68,423=1,25 131,443=6,10
Dîa 8 100,813=2,87 97,323=39,57
Tabla 3.18. Niveles de OTA medidos por HPLC en cada una de 
las cepas de A. steynii productoras estudiadas en el ensayo. 
Los resultados se muestran como la media ± desviaciôn 
esténdar de las dos réplicas analizadas en cada dîa.
Los niveles de expresiôn del gen chl no son tan elevados como los encontrados 
en el caso de p450ste en ningun caso. Por otro Iado, el analisis estadistico muestra 
que no hay diferencias en ia expresiôn de este gen entre las cepas productoras, 
Aso2 y 3.53, y la no productora CBS 112813.
10. CONTROL BIOLÔGICO DE A. w esterdijkiae  CON LEVADURAS. ESTUDIO 
DE D. hansenii CYC 1244 COMO UN POSIBLE AGENTE DE BIOCONTROL
10.1.- Selecciôn de un POSIBLE AGENTE BIOCONTROL FRENTE A A. westerdHklae
De los 16 aislamientos de levaduras ensayadas como posibies agentes de 
biocontrol frente a A. westerdijkiae y que se detallan en ia tabla 2.4 de la secciôn 
Materiales y Métodos, unicamente dos cepas de la especie D. hansenii, CYC 1021 y 
CYC 1244, fueron capaces de inhibir la proliferaciôn del hongo y hacer que 
apareciera un claro halo de inhibiciôn del crecimiento en las cinco cepas probadas 
(Figura 3.27). La cepa CYC 1021 parecia afectar menos al crecimiento del hongo ya 
que el halo de inhibiciôn era menor, pero la reducciôn en el crecimiento y/o en ia 
producciôn de OTA por ambos posibies agentes biocontrol se cuantificô como se 
describe en el aparatado 7.1 de la secciôn Materiales y Métodos.
Figura 3.27. Efecto biocontrol de distintas cepas frente a A. westerdijkiae. Se muestra 
como ejemplo dos plaças de medio YMA-MB suplementado con NaCI con A. 
westerdijkiae ALF (A) y CECT 2948 (B). La localizaciôn de cada una de las levaduras 
inoculadas se indica en el esquema de la derecha y corresponden a D. hansenii CYC 
1244 (1), CYC 1021 (2), CECT 10386 (3) y CECT 10380 (4). Se puede ver un halo de 
inhibiciôn del crecimiento en ambas cepas de hongo airededor de la zona de 
inoculaciôn de D. hansenii CYC 1021 y CYC 1244.
En los ensayos llevados a cabo en medio CYA con ia suspension de las 
levaduras embebida en el medio, se pudo com probar que ia presencia tan to  de D. 
hansenii CYC 1021 como CYC 1244 suponi'a una reducciôn en ei crecim iento a ias 
dos tem peraturas ensayadas (Figura 3.28). Sin embargo, el m ayor porcentaje de 
reducciôn se obtuvo con D. hansenii CYC 1244. A. westerdijk iae  creciô un 43,36%  
menos a 20 °C cuando estaba présente esta ievadura y un 17,25%  menos a 28 °C. 
En ei caso de D. hansenii CYC 1021, ios porcentajes de reducciôn fueron 26,17 y 
7,2%  a 20 y 28 °C, respectivamente.
Figura 3.28. Efecto de la temperatura sobre 
la actividad antagonista de D. hansenii CYC 
1021 y CYC 1244. Se représenta la media del 
diametro de crecimiento de las 5 cepas de A. 
westerdijkiae ensayadas a 20 °C (barras 
blancas) y a 28 °C (barras negras) en plaças 
control de medio CYA o de medio CYA en el 
que se incluyô una suspensiôn de cada una 
de las levaduras. Las barras de error 
representan la desviaciôn esténdar de los 
datos.
Control + CYC 1021 + CYC 1244
Unicamente dos de ias cepas de A. westerdijkiae  utilizadas en este ensayo, 
CECT 2948 y CCT 6795, eran capaces de producir OTA. En ias plaças donde se 
cultivaron estos aislam ientos se lievô a cabo ia medida de ia concentraciôn de toxina 
por HPLC tai y como se describe en ios apartados 4.2 y 4.3 de ia secciôn Materiaies 
y Métodos. A 20 °C ios niveies de toxina esta ban, en ambos casos, por debajo de 
ios detectabies, por io que no se pudo vaiorar ei efecto de la presencia de estas 
levaduras sobre la concentraciôn de OTA en el medio. Los resuitados obtenidos en
las plaças incubadas a 28 °C se muestran en la figura 3.29. La interaccion de A. 
westerdijkiae con las dos cepas de D. hansenii provoco efectos muy diferentes sobre 
la concentraciôn de OTA detectada en el medio a 28 °C. Mientras que en presencia 
de D. hansenii CYC 1244 se produjo una reducciôn de la concentraciôn de OTA en el 
medio con respecto a ias piacas control, en las plaças donde se co-cultivo el hongo 
con D. hansenii CYC 1021 se produjo un incremento de la concentraciôn de toxina 
de mas del doble de la concentraciôn detectada en las piacas control.
Figura 3.29. Efecto de la 
presencia de las dos cepas de D. 
hansenii seleccionadas sobre la 
concentraciôn de OTA producida 
por A. westerdijkiae en medio 
CYA a 28 °C. Se représenta la 
concentraciôn de OTA detectada 
en las piacas control sin 
Ievadura (barras blancas), 
piacas con D. hansenii CYC 1021 
(barras negras) y piacas con D. 
hansenii CYC 1244 (barras 
grises) donde esta ban creciendo 
A. westerdijkiae CECT 2948 y 
CCT 6795. CECT 2948
CCT 6795
Por tanto, D. hansenii CYC 1244 se seleccionô para estudios posteriores como 
un posible agente de biocontrol frente a A. westerdijkiae ya que su presencia 
impiicaba tanto una reducciôn en el crecimiento dei hongo como una disminuciôn de 
la concentraciôn de OTA detectada en el medio.
10.2.- Efecto de la saünidad y la temperatura sobre la actividad antagonista de D. 
hansenii CYC 1244 frente a A. westerdijkiae
La eficacia de D. hansenii CYC 1244 para controlar ei crecimiento de A. 
westerdijkiae se vio significativamente potenciada por la adiciôn al medio de cloruro 
sôdico (6%) (Figura 3.30.A). El hongo crece significativamente menos cuando el 
medio estaba supiementado con cloruro sôdico tanto en ias piacas control como en 
las que se incluia la Ievadura, pero el porcentaje de reducciôn del crecimiento de la 
colonia fue mayor en el caso del medio que contenia cloruro sôdico. La presencia de 
D. hansenii CYC 1244 supone una reducciôn en el crecimiento del hongo del 63,1% 
en medio YMA-MB sin sal y un 72,1% en el caso de YMA-MB con un 6% de cloruro 
sôdico.
Sin NaCI + 6%  NaCI 20 oc 28 «C
Figura 3.30. Efectos de la concentraciôn de cloruro sôdico (A) y la temperatura (B) 
sobre la eficacia de D. hansenii CYC 1244 para reducir el crecimiento de A. westerdijkiae. 
Las barras negras representan el diametro de crecimiento en las piacas control y las 
barras blancas el crecimiento del hongo en las piacas con la Ievadura. Se representan las 
médias de las tres réplicas de las cinco cepas de hongo ensayadas y las barras de error 
se corresponden con la desviaciôn esténdar de los datos.
El crecimiento de A. westerdijkiae en medio CYA se vio reducido de manera 
significativa a las dos temperaturas de incubaciôn ensayadas debido a la presencia 
de D. hansenii CYC 1244. Sin embargo, cuando ias piacas se incubaron a 20 °C el 
porcentaje de disminuciôn del diametro de la colonia fue mayor (57,9%) que en el 
caso de las incubadas a 28 °C (34,1%) (Figura 3.30.B).
La presencia de D. hansenii CYC 1244 reduce los niveles de OTA por debajo de 
los detectabies por el método en las piacas de medio CYA donde esta ban creciendo 
cualquiera de ias dos cepas de A. westerdijkiae (CECT 2948 y CCT 6795) a 28 °C 
(Tabla 3.19). Ninguna de ias dos cepas fue capaz de producir OTA a los 20 °C por lo 
que no se pudo evaluar el efecto de la Ievadura en estas condiciones.
CECT 2948 Control 1,653=0,58+ CYC 1244 ND
CCT 6795 Control 3,043=1,81+CYC 1244 ND
Tabla 3.19. Efectos de la presencia de D. hansenii CYC 1244 sobre la 
concentraciôn de OTA en piacas de medio CYA donde crecian a 28 °C las 
cepas productoras de A. westerdijkiae ensayadas. Los resultados se 
muestran como la media de las tres réplicas de cada cepa ± la desviaciôn 
esténdar. ND: No detectado.
1 0 .3 . -  E n s a y o s  d e  b io c o n t r o l  en u v a s  a r t if ic ia l m e n t e  c o n t a m in a d a s
Para com probar si D. hansenii CYC 1244 podna ser utiiizada para la reducciôn 
del crecim iento de A. westerdijkiae  en un sustrato natural, se reaiizô un ensayo con 
uvas artific ia im ente contam inadas tanto con ei hongo como por ia ievadura. La 
presencia de D. hansenii CYC 1244 en ia incisiôn que se reaiizô en las uvas y se 
contam inô con una suspensiôn de esporas de A. westerdijkiae  reducia ciaram ente ei 
tamano de la lesiôn (Figura 3.31). La reducciôn en el crecim iento dei hongo que se 
producia por ia presencia de ia ievadura en este sustrato natural se valorô mediante 
ia detecciôn de DNA de A. westerdijkiae  utilizando ei ensayo de PCR a tiem po reai 
especifico, tai y como se detaiia en ei apartado 7.2 de Materiaies y Métodos.
Figura 3.31. Lesiôn producida 
por A. westerdijkiae CCT 6825 
en uvas contaminadas sôlo con 
hongo (izquierda) o con hongo y 
D. hansenii CYC 1244 (derecha).
La cantidad de hongo présente en ia uva y, por tanto, el crecim iento de éste se 
vaiorô mediante ei ensayo de PCR a tiem po real disehado en esta tesis. En todas las 
cepas ensayadas se produjo un aumento de C j en los casos en los que habia co- 
infecciôn de hongo y Ievadura, lo que se tradu jo  en una disminuciôn del DNA 
detectado con respecto a los resultados de las uvas inoculadas sôlo con A. 
westerdijkiae  (tabla 3.20 y figura 3.32). En ningun caso se produjo una senal 
detectable en los contrôles inoculados unicamente con ievadura o con suero saiino 
estérii.
Ct
CCT 6795 Control + CYC 1244
16,88
18,58
CCT 6825 Control + CYC 1244
17,56
19,96
CECT 2948 Control + CYC 1244
23,08
26,30
ALF Control + CYC 1244
19,92
20,40
Control D. hansenii CYC 1244 28,89
Control Suero salino estérii 31,84
NTC 34,75
Tabla 3.20. Valores de Ct obtenidos en 
las reacciones de PCR a tiempo real 
llevadas a cabo con los DNAs aislados de 
las uvas inoculadas con cada una de las 
cepas de A. westerdijkiae (control) y con 
el hongo y D. hansenii CYC 1244 (+CYC 
1244). Ademas, se muestran los valores 
de Ct obtenidos con DNA aislado de las 
uvas inoculadas unicamente con Ievadura 
o suero salino asî como el valor del NTC.
Por tanto, la presencia de D. hansenii CYC 1244 produjo una reducciôn en ei 
crecimiento de A. westerdijkiae en un sustrato frecuentemente contaminado por el 
hongo.
Figura 3.32. Porcentaje de DNA 
detectado de cada una de las 
cepas en las uvas co-inoculadas 
con cada una de las cepas de A. 
westerdijkiae y D. hansenii CYC 
1244 mediante PCR a tiempo real 
con respecto a los valores 
obtenidos en los ensayos control 
inoculados solo con hongo.
CCT 6 7 9 5  CCT 6 8 2 5  CECT 2 9 48 ALF
10.4.- Efecto de la toxina killer de D. hansenii CYC 1244 sobre A. westerdiikiae
Posteriormente, se I leva ron a cabo ensayos en medio YMA-MB tanto 
suplementado como no suplementado con un 5% de cloruro sôdico en los que se 
enfrentô a A. westerdijkiae con un extra cto purificado de la toxina killer de D. 
hansenii CYC 1244. Los resultados obtenidos revelaron que esta toxina no tenia 
actividad frente a A. westerdijkiae. En ninguna de las cuatro cepas ensayadas se 
pudo ver halo de inhibiciôn de crecimiento del hongo airededor del disco donde se 
habia colocado ei extracto de toxina purificado.
La actividad de ia toxina killer purificada se comprobô realizando un ensayo 
simiiar con la Ievadura sensible C. boidinii CYC 1025. En las piacas donde se inoculô 
esta cepa se observô un g ran halo de inhibiciôn del crecimiento de ia misma 
airededor del disco donde se habia depositado ei extracto de toxina killer.
10.5.- MECANISMOS IMPLICADOS EN LA REDUCCIÔN DE LA OCRATOXINA A PRODUCIDA POR A. 
westerdiikiae debida a la presencia de D. hansenii CYC 1244
10.5.1.- Disminuciôn en la producciôn de OTA oor A. westerdiikiae
Los resultados del analisis de expresiôn de los genes pks y p450-B03 de las dos 
cepas de A. westerdijkiae analizadas se muestran en ia figura 3.33. Los dos genes 
mostraron el mismo patrôn de expresiôn en las piacas control de las dos cepas 
(CECT 2948 y A0PD16-1). Se obtuvo un pico de expresiôn tras cuatro dias de 
incubaciôn con un posterior descenso de ia misma hasta el dia 6, cuando se produjo 
un nuevo incremento en la expresiôn hasta el final del ensayo. Sin embargo, la
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Figura 3.33. Analisis de la expresiôn de los genes pks y p450-B03 a lo largo del tiempo en las 
dos cepas de A. westerdijkiae estudiadas creciendo en piacas de medio CYA (contrôles, lîneas 
negras) o en piacas con medio CYA y una suspensiôn celular de D. hansenii CYC 1244 (Imeas 
blancas). Los resultados se muestran con respecto a los valores obtenidos en las piacas control 
tras 4 dias de incubaciôn. Ademas se muestra la evoluciôn de los niveles de OTA detectados en 
el medio expresados en pg OTA/g agar.
expresiôn de los genes implicados en la biosintesis de OTA se vio fuertem ente 
dism inuida cuando el hongo se co-cultivaba con D. hansenii CYC 1244, aunque la 
respuesta a la presencia de la Ievadura en cada cepa fue diferente. Mientras que 
para A. westerdijkiae  CECT 2948 se obtuvo un maxim o de expresiôn a los 6 dias de 
Incubaciôn, en el caso de A0PD16-1 los niveles de expresiôn de ambos genes 
dism inuyeron gradualm ente desde el dia 3 hasta el final del experimento.
SI se comparan los m axim os de expresiôn obtenidos por los hongos creciendo 
en piacas control y en presencia de la Ievadura, se obtiene una dism inuciôn de un 
41%  y 54% en la expresiôn de los genes pks  y p450-B03  de la cepa CECT 2948, 
m ientras que en la otra cepa la reducciôn fue de un 64%  para el gen pks  y un 62%
para el gen p450-B03. Por o tro  Iado, en la figura 3.33 se puede apreciar el descenso 
que la concentraciôn de OTA en el medio medida por HPLC en las dos cepas de A. 
westerdijk iae  ensayadas.
10.5 .2 .- Adsorciôn a la pared v/o  absorciôn ai in te rio r celular de ia ievadura
El estudio de la posible elim inaciôn del medio de la OTA producida por A. 
westerdijk iae  por D. hansenii CYC 1244 se llevô a cabo siguiendo el protocole 
descrito en el apartado 7.4.2 de la secciôn Materiales y Métodos. Se estudiaron tres 
param étrés d istin tos: esta do de las células (viables o m uertas por caler), 
concentraciôn de células (10"^ y 10^ cé lu las/m l) y pH (3, 5 y 7).
El pH fue el factor mas déterm inante de todos los ensayos. En la figura 3.34 se 
muestra su efecto en la elim inaciôn de la OTA en todas las condiciones probadas a 
lo largo del tiem po. A todos los pH analizados se produjo una disminuciôn 
estadisticam ente significativa de la concentraciôn de toxina en el extra cto cuando la 
Ievadura estaba présente. Sin embargo, las diferencias a pH 3 son mucho mas
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Figura 3.34. Efecto del pH en la eliminaciôn de OTA del extracto por D. hansenii CYC 
1244. Se muestran los resultados a pH 3 (Imeas negras), pH 5 (Imeas discontinuas) y pH 7 
(lîneas blancas) a lo largo del tiempo en todas las condiciones probadas de concentraciôn y 
estado celular.
im portantes. Tras 5 min de incubaciôn a pH 3 se produjo una disminuciôn dràstica 
de mas del 95% de la concentraciôn de toxina inicial en el extracto en todas las 
condiclones ceiulares ensayadas, que se mantuvo mas o menos estable a lo largo 
del experimento. SIn embargo, a los otros pH ensayados, 5 y 7, la reducclôn de OTA 
fue menos Im portante (airededor del 60% ) y se obtuvo una g ran varlabllldad de los 
niveles de toxina en el extracto a lo largo del tiempo.
La concentraciôn de células no afectô de manera significativa a la ellm inaclôn de 
OTA por parte de D. hansenii CYC 1244. En la figura 3.35 se puede apreclar como 
los niveles de OTA en el extracto a lo largo del tiem po fueron semejantes a las dos 
concentraclones de células probadas tan to  cuando esta ban présentes células viables 
como muertas por calor.
( A )  C é l u l a s  V i a b l e s
Figura 3.35. Efecto de la 
concentraciôn y del estado 
celular sobre la ellminaclôn 
de OTA por D. hansenii CYC 
1244. Las Imeas blancas se 
corresponden con los 
resultados con extractos 10  ^
células/ml y las negras con 
extractos que contenfan 10'^  
células/ml. Se muestran los 
resultados obtenidos con las 
células viables (A) y muertas 
(B) a pH 3.
( B )  C é l u l a s  M u e r t a s
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El estado de las células tampoco afectô a la ellm inaclôn de OTA del extracto por 
parte de la levadura de estudio. No hay evidenclas estadisticamente significativas de 
que las levaduras vivas reduzcan mas el contenido de toxina que las muertas ni 
viceversa. En la figura 3.36 se représenta la evoluclôn a lo largo del tiem po de la 
concentraciôn de OTA en los extractos con células muertas y viables. Se puede ver 
como ambos perflles siguleron practicam ente la misma trayectorla durante todo el 
experimento.
Figura 3.36. Efecto del estado de las 
células en la eliminacion de OTA por 
D. hansenii CYC 1244. Se représenta 
la reducclôn de OTA debida a células 
viables (Imea blanca) y muertas por 
calor (Imea negra) en condiclones de 
lO'  ^células/ml y pH 3.
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10.5 .3 .- Dearadaciôn de ocratoxina A Por D. hansenii CYC 1244
Por otro lado, se estudio si D. hansenii CYC 1244 era capaz de degradar la OTA 
y transform  aria en otras moléculas. Los resultados obtenidos tras el procesamiento 
de los extractos de OTA segùn se describe en el apartado 7.4.3 de la secciôn 
Materiales y Métodos se muestra en la tabla 3.21.
Control 6207,9 ± 25,1
24 h 6480,8 ± 17,5
48 h 6543 ±  61,7
Tabla 3.21. Concentraciôn de OTA en los extractos mezclados con medio YMA 
donde habi'a crecido previamente D. hansenii CYC 1244 tras 24 y 48 h de 
incubaciôn. Como control se mezclô el extra cto de OTA con medio YMB sin 
inocular. Los valores son la media de las dos réplicas de cada ensayo ± la 
desviaciôn estandar.
Los resultados tras la incubaciôn de los extractos de OTA con el medio donde 
previam ente habia crecido la levadura no m ostraron diferencias estadisticam ente 
significativas con el ensayo control ni tras 24 h ni tras 48 h (p> 0 ,0 5 ). Esto descarta 
la hipôtesis de que D. hansenii CYC 1244 excrete alguna molécula que pueda 
degradar la toxina.
Ademas, el estudio de los crom atogram as no revelô la apariciôn del producto de 
degradaciôn mas frecuente de la OTA, la OTA-c, lo que afianza la idea de que este 
mecanismo no esta implicado en la reducclôn de OTA en los extractos por parte de
la levadura. Un ejemplo de cromatog ramas de los extractos obtenidos de una plaça 
control y otra con un co-cultivo de A. westerdijkiae y D. hansenii CYC 1244 se 
muestra en la figura 3.37.
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Figura 3.37. Cromatogramas de los extractos obtenidos de una plaça control de A. 
westerdijkiae A0PD16-1 en medio CYA (arriba) y de un co-cultivo de este hongo con 
D. hansenii CYC 1244 (abajo), ambos tras 6 dias de Incubaciôn. Se senala el pico 
correspondiente a la OTA y donde deberia estar el pico de la OT-o.


1. METODOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE ESPECIES TOXIGENAS 
DE Aspergillus SECCIÔN CIRCUMDATI
1.1.- Ensayos de PCR especificos para Asperaillus westerdiikiae, AsoeraiUus 
ochraceus Y Asperaillus stevnii
Uno de los objetivos planteados en esta tesis fue el desarrollo de ensayos de 
PCR especificos para détectar y diferenciar las très especies ocratoxigenas mas 
importantes incluidas dentro de la secciôn Circumdati. Durante mucho tiempo, A. 
ochraceus fue descrita como la principal productora de OTA no solo de la secciôn, 
sino también una de las mas importantes dentro del género Aspergillus. Fnsvad et 
al. (2004) describieron nuevas especies incluidas en la secciôn Circumdati tras 
realizar un estudio filogenético basado en secuencias del gen que cod if ica para la B- 
tubulina {Btub) aunque utilizaron una pequena cantidad de aislamientos. Algunos 
autores defienden la teoria de que el analisis de esta secuencia de manera aislada 
no es una herramienta eficaz para la identificaciôn filogenética de especies en el 
género Aspergillus y que son mucho màs apropiadas las aproximaciones basadas en 
varios loci (Geiser et al., 2007). Por esto, nos planteamos el estudio de los 
aislamientos de la secciôn Circumdati de los que disponfamos hasta el momento 
obteniendo las secuencias del gen Btub y de la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 de todos 
ellos, para comprobar si la descripciôn de las nuevas especies realizada por Fnsvad 
et al. (2004) realmente ténia una base filogenética. El resultado de! analisis
filogenético realizado en esta tesis concuerda de manera general con lo que
previamente habia sido publicado, de forma que cada una de las especies analizadas 
ocupaba una rama independiente del arbol generado por maxima parsimonia. 
Ademas, hay que destacar que los valores de bootstrap obtenidos fueron mucho 
mas altos que los indicados por Frisvad et al. (2004),  por lo que se refuerza la 
hipôtesis que las filogenias multilocus tienen mayor consistencia que las realizadas 
basàndose en una ùnica regiôn génica. Poste ri orm en te, en el trabajo publicado por 
Peterson (2008) se volviô a comprobar la consistencia filogenética de las nuevas 
especies descritas.
Todos estos estudios filogenéticos llevados a cabo recientemente han hecho 
necesaria una revisiôn en los métodos de diagnôstico desarrollados con anterioridad 
para que sea posible la discriminaciôn entre las nuevas especies descritas que han 
destacado como importantes productoras de OTA.
La PCR convencional se ha aplicado con éxito para la detecciôn de especies
ocratoxigenas del género Aspergillus en nuestro grupo (Gonzélez-Salgado et al.,
2005; Patino et al., 2005). El diseno de los cebadores en la region multicopia IT S l- 
5,8S-ITS2 hace que el ensayo sea altamente sensible si se compara con los basados 
en secuencias de copia ùnica. Por ejemplo, los ensayos desarrollados con cebadores 
disenados en la secuencia del gen de la calmodulina publicados por Perrone et al. 
(2004) y Susca et al. (2007) para la discriminaciôn de distintas especies 
ocratoxigenas necesitaban 35 ciclos para obtener una senal significativa. Sin 
embargo, en nuestro caso, bastan entre 21 y 23 ciclos dependiendo de la especie 
que se esté analizando, lo que reduce en mas de una hora el protocole de 
amplificaciôn. Ademas, el aumento de la sensibilidad es una ventaja importante a la 
hora de détecta r las especies de estudio en matrices alimenta rias. Durante la 
extracciôn de DNA de las muestra s contaminadas, g ran parte del material genético 
aislado se corresponde con el DNA de la matriz, mientras que ûnicamente una 
pequena cantidad pertenece a los hongos contaminantes. Sin embargo, la alta 
sensibilidad de los protocol os descritos hace que con la presencia de muy poco DNA 
fùngico se pueda obtener una banda de amplificaciôn que indique la contaminaciôn 
del alimente por A. westerdijkiae, A. ochraceus o, en su caso, A. steynil.
Las regiones ITS presentan gran variabilidad interespecifica dentro el género 
Aspergillus (Edwards et al., 2002; Samson et al., 2006; El Khoury & Atoui, 2010). 
Las très especies estudiadas en este trabajo pertenecen a la misma secciôn, por lo 
que estan muy estrechamente relacionadas filogenéticamente y sôlo presentan 
pequehas variaciones en sus regiones ITS1-5,8S-ITS2, existiendo una identidad del 
98% entre A. westerdijkiae y A. ochraceus y del 95% entre estas y A. steynil. Sin 
embargo, estos pocos cambios en la secuencia de nucleôtidos han sido suficientes 
para el diseno de cebadores para cada una de ellas que, junto con los 
correspondientes prog ramas de amplificaciôn, nos proporcionan protocol os 
especificos para su detecciôn y discriminaciôn, sin tener que recurrir a los complejos 
métodos de identificaciôn tradicional.
En nuestro grupo, se describiô un ensayo de PCR convencional para la detecciôn 
de A. ochraceus (Patino et al., 2005). Sin embargo, como se ha visto en esta tesis, 
muchos de los aislamientos que anteriormente esta ban incluidos en esta especie 
debenan ser reclasificados actualmente como A. westerdijkiae. Por tanto, el ensayo 
fue re-evaluado y los resultados indicaron que los cebadores amplificaban una 
regiôn de 400 pb tanto en DNA genômico de A. ochraceus como de A. westerdijkiae, 
mientras que no se observaba producto de amplificaciôn al utilizar DNA de A. 
steynil.
Como ya se ha comentado, la utilizacion de los ensayos de PCR disenados han 
permitido la identificaciôn correcta de una gran variedad de aislamientos de 
distintos ongenes; por tanto, podrian ser herramientas muy utiles para las 
colecciones de cultivo tanto personales como institucionales, para la reclasificaciôn 
de los aislamientos de A. ochraceus identificados previamente a la descripciôn de las 
nuevas especies
Estos rapidos y sensibles protocoles de PCR disenados détectan especificamente 
las très principales especies ocratoxigenas de Aspergillus secciôn Circumdati. Como 
se veré mas adelante, la capacidad de producir la toxina de cada una de ellas difiere 
considerablemente, por lo que el riesgo de contaminaciôn por OTA en los alimentes 
es muy distinto si es una especie u otra la que esta présente. Por tanto, la detecciôn 
de estas especies asi como la discriminaciôn précisa de A. westerdijkiae, A. 
ochraceus y A. steynil podnan mejorar el diagnôstico en las distintas etapas y en los 
puntos de control critico de los sistemas integrades de APPCC.
1.2.- Ensayo de PCR a tiempo real para la detecciôn y cuantificaciôn de A. 
westerdiikiae y A. ochraceus
A parte de la detecciôn de los hongos productores de OTA en las matrices 
alimenta rias, en algunos cases es esencial la cuantificaciôn de los niveles de 
contaminaciôn ya que en estudios previos se ha visto que si superan un
determinado umbral es muy posible que la concentraciôn de OTA en el alimente 
exceda los limites légales (Lund & Fnsvad, 2003). En esta tesis, se ha descrito un 
método sensible y especifico para détecta r y cuantificar A. ochraceus y A.
westerdijkiae mediante PCR a tiempo real utilizando SYBR Green I como sistema de 
detecciôn. Ademas, el protocole se ha probado en dos su strates frecuentemente 
contaminados por estas especies como son el café verde y las uvas.
Como se ha explicado anteriormente, las regiones ITS presentan una gran 
variabilidad en el género Aspergillus y son adecuadas para el diseno de cebadores 
especificos (Edwards et al., 2002). El alineamiento de las regiones ITS1-5,8S-ITS2 
de numerosas cepas de A. westerdijkiae y A. ochraceus revelô que ûnicamente 
diferian en unas pocas bases. Debido a las caracteristicas especiales de los 
amplicones adecuados para PCR a tiempo real (tamano, contenido en G+C,
temperature de fusiôn, etc.), ûnicamente se pudo disenar un ensayo para la
detecciôn conjunta de ambas especies. Sin embargo, estas especies son 
consideradas dos de las principales productoras de OTA por lo que la presencia de 
cualquiera de ellas en un alimente supondna un alto riesgo de contaminaciôn por la
toxina. La especificidad de! ensayo se ha probado con éxito en un gran numéro de 
cepas mediante PCR convencional y no se observa amplificaciôn con la pareja de 
cebadores disenados 0CRAQ1/0CRAQ2 en ningun caso, excepto cuando se utiliza 
DNA de A. ochraceus o A. westerdijkiae.
La optimizaciôn de un ensayo de PCR a tiempo real es muy importante, 
principalmente cuando se usan agentes intercalantes como sistema de detecciôn. El 
SYBR Green I se une de manera inespecifica al DNA de doble cadena por lo que si 
aparecieran dimeros de cebadores o se amplificaran productos inespecificos se 
producirian resultados errôneos (Costa, 2004). En este caso, el analisis de la curva 
de disociaciôn generada y de los parametros calculados a partir de la curva estandar 
nos indican que el método disenado esta correctamente optimizado. La eficacia es 
un indicador de la fiabilidad del ensayo y la mayorfa de los autores defienden que se 
debe encontrar entre 90 y 110% (Fraga oc ai., 2008). En el ensayo disenado 
utilizando los cebadores OCRAQl y 0CRAQ2 la eficacia de la reacciôn es del 94%. 
Este paramètre junto con el alto coeficiente de correlaciôn obtenido (R^=0,998) 
reafirman la idea de que se ha disenado un ensayo robuste y reproducible. La 
derivada negativa de la curva de disociaciôn muestra un ùnico pico de disminuciôn 
de fluorescencia, de lo que se deduce que se esta amplificando un ùnico fragmente 
especifico y que no se forma n di'meros de cebadores.
La especificidad del ensayo para la detecciôn ûnicamente de A. ochraceus y A. 
westerdijkiae se comprobô mediante PCR a tiempo real utilizando muestra s que 
contenfan mezclas de DNA de los hongos de estudio con DNAs de otras especies 
filogenéticamente prôximas o que habitualmente contaminan los mismos sustratos. 
En ningûn caso se obtuvo amplificaciôn con los cebadores 0CRAQ1/0CRAQ2 si no 
habia présente DNA de las especies de estudio. Ademas en el resto de muestras, los 
valores de DNA detectado se podfan correlacionar con la concentraciôn inicial de 
DNA de A. westerdijkiae o A. ochraceus que se utilizô en cada una de ellas. Por 
tanto, este ensayo no sôlo es adecuado para la detecciôn de estas especies sino 
también para su cuantificaciôn.
Ya se ha comentado en varias ocasiones durante esta tesis que el rDNA se 
encuentra normalmente en varios cientos de copias en cada genoma. Esto hace que 
los ensayos de PCR a tiempo real basados en estas secuencias tengan una mayor 
sensibilidad que los disenados a partir de secuencias de copia ûnica como son los 
genes constitutives o los implicados en la sfntesis de micotoxinas (Suarez et al., 
2005; Gonzélez-Salgado et al., 2009). Schmidt et al. (2004) describieron un ensayo 
de PCR a tiempo real para la detecciôn de A. ochraceus utilizando como secuencia
diana algunos genes implicados en la biosmtesis de OTA y establecieron como limite 
de detecciôn 4,7 pg/reacciôn. Sin embargo, en el protocole desarrollado en este 
trabajo se ha obtenido una sensibilidad de 2,5 pg/reacciôn utilizando secuencias de 
copia multiple, reduciendo el limite de detecciôn a la mitad. Actualmente, varios 
autores prefieren expresar la sensibilidad de los ensayos como el numéro de 
genomas haploïdes detectados (Mulè et al., 2005; Selma et al., 2008). Sin 
embargo, en este caso no ha sido posible porque, hasta el momento, no se conoce 
el peso molecular del genoma de ninguna de las especies de estudio, asi como de 
otras muy relacionadas filogenéticamente.
El DNeasy Plant Mini K it (QIAgen, Espaha) ya habia sido utilizado con éxito para 
el aislamiento de DNA de hongos que contaminaban alimentes para su detecciôn por 
PCR a tiempo real (Mayer et al., 2003). La validez del método para la extracciôn de 
DNA fùngico en cultivo puro se comprobô realizando cinco extracciones 
independientes de dos cepas de A. westerdijkiae y una de A. ochraceus. Cuando se 
compararon los valores de concentraciôn de DNA en cada caso que se obtuvieron al 
utilizar el espectrofotômetro Nanodrop o mediante el ensayo de PCR a tiempo real 
disenado, se obtuvieron distintos rangos. En el primer caso se situaba entre 5-81 
ng/pl y en el segundo entre 2-71 ng/pl. La diferencia en el limite inferior se puede 
deber a la sensibilidad del espectrofotômetro, ya que se indica que a valores 
pequehos la probabilidad de imprecisiôn es elevada. Por tanto, el método de 
cuantificaciôn por PCR a tiempo real es el mas adecuado cuando la concentraciôn de 
DNA es muy pequena. Sin embargo, en el caso del limite superior la diferencia se 
debiô probablemente a un error en la cuantificaciôn por PCR. Cuando la cantidad de 
DNA es muy grande, los reactivos se acaban rapidamente y la amplificaciôn deja de 
producirse. En todo caso, esto no supone un problema para la utilizaciôn del método 
disenado en la cuantificaciôn de la contaminaciôn por A. ochraceus o A. 
westerdijkiae directamente en muestras debido a que la mayor cantidad del DNA 
aislado es de la matriz donde esta creciendo el hongo.
Las matrices alimenta rias tienen una estructura muy compleja por lo que es 
imprescindible optimizer los protocol os de extracciôn de DNA y PCR a tiempo real 
para comprobar que ningûn componente de los alimentos pueda interferir en el 
diagnôstico de la contaminaciôn de las especies fûngicas (Hanna et al., 2005). Por 
ello, se probô si el mismo protocole utilizado para el aislamiento de DNA de hongos 
era capaz de eliminar de manera eficiente la posible interferencia de algûn 
componente de la matriz que pudiera inhibir los ensayos de PCR a tiempo real. 
Utilizando el DNeasy Plant Mini k it se obtenia DNA con un alto rendimiento en 
granos de café verde pero el protocole tuvo que ser mejorado para la extracciôn de
DNA de uvas. Este sustrato présenta una elevada concentraciôn de polifenoles que 
son, tras los azucares y los acidos organicos, los componentes mas abondantes en 
esta matriz alimentaria (Dharmadhikari,  1994). Normalmente, estos compuestos no 
son eliminados durante la extracciôn de DNA y se ha demostrado que pueden 
interferir en el proceso de purificaciôn de acidos nucleicos debido a la 
desnaturalizaciôn de las enzimas liticas o las moléculas biolôgicas, lo que produce 
una disminuciôn en el rendimiento del proceso (Kim et a i ,  1997; Wilson, 1997). 
Ademas, los compuestos fenôlicos causan problemas en las reacciones de PCR 
debido a que pueden desnaturalizar la polimerasa o unirse a ella impidiendo su 
correcta actuaciôn (Wilson, 1997). La adiciôn de PVP en el paso correspondiente 
como se indica en el apartado 3.2.3 de Materiales y Métodos, mejorô el rendimiento 
del ensayo hasta valores semejantes a los obtenidos en el caso del café verde. Este 
polimero hidrosoluble se une a los polifenoles formando un complejo que précipita 
en el siguiente paso de centrifugaciôn (John, 1992). Ademas, tras la modificaciôn 
introducida en el protocole de extracciôn de DNA utilizado, la presencia de DNA del 
hospedador no interfena en el ensayo de PCR a tiempo real disenado en este 
trabajo.
Una vez que el protocole estuvo optimizado, se comprobô si era adecuado para 
la detecciôn de A. westerdijkiae y A. ochraceus creciendo en las dos matrices 
alimenta rias seleccionadas contaminadas artificialmente con suspensiones de 
esporas de concentraciôn conocida. Este experimento es imprescindible a la hora de 
evaluar un protocole para la detecciôn molecular de cualquier microorganismo en un 
alimente para descartar la presencia de inhibidores de la reacciôn tras la extracciôn 
de DNA (Jaykus, 2003). Cuando las muestras eran inoculadas con una alta 
concentraciôn de esporas (10® esporas/ml), se obtuvo una sehal detectable incluse 
sin incubaciôn a 28 °C. La extracciôn de DNA directamente de esporas es dificil 
debido a la resistencia de su pared. Sin embargo, tras la colonizaciôn de los 
sustratos, las esporas germinan y normalmente aparecen en forma micelial lo que 
facilitaria la extracciôn de DNA y, por tanto, la detecciôn de A. ochraceus o A. 
westerdijkiae mediante el ensayo de PCR a tiempo real incluso cuando los niveles de 
contaminaciôn son muy bajos. Ademas, el ensayo de detecciôn de las especies de 
estudio en uvas y café verde contaminados artificialmente apoya la hipôtesis de que 
el protocole puede ser usado para la cuantificaciôn de los niveles de contaminaciôn 
de estos hongos. En todos los casos, la detecciôn de DNA fùngico aumentô a medida 
que avanzaba el tiempo de incubaciôn en ambas matrices y a las distintas 
concentraclones de esporas utilizadas para la inoculaciôn.
A modo de conclusion, se puede decir que se ha descrito un protocolo de PCR a 
tiempo real para détecta r y cuantificar A. westerdijkiae y A. ochraceus en uvas y 
granos de café verde. Este método es rapido, especifico y proporciona una mayor 
sensibilidad que los ensayos desarrollados hasta el momento, por lo que podria ser 
una buena estrategia en la detecciôn temprana de estas especies ayudando a 
predecir la contaminaciôn por OTA en alimentos susceptibles a la colonizaciôn por A. 
westerdijkiae y A. ochraceus.
2. INCIDENCIA DE LAS PRINCIPALES ESPECIES DE Aspergillus SECCIÔN 
CIRCUMDATI EN MARINA DE CEBADA Y PIMENTÔN
2.1.- Detecciôn de A. westerdiikiae. A. ochraceus y A. stevnii en marina de cebada
Actualmente se considéra a los cereales como la principal fuente de OTA de la 
dieta humana (Comisiôn Codex Alimentarius, 1999). La cerveza es una bebida 
consumida en todo el mundo que se prépara a partir de malta de cebada. En 2008, 
el consumo total de cerveza en el mundo alcanzô los 178 mil millones de litros, 
aumentando los datos del aho anterior por 23° ano consecutivo (KIRIN, 2009). En 
este informe, se destaca a Europa y Asia como las principales regiones 
consumidoras al suponer mas del 60% del consumo mundial. En un reciente estudio 
se senala a Espana como el noveno pais mundial productor de esta bebida con mas 
de 3 mil millones de litros fabricados en 2009 (KIRIN, 2010). Los hongos 
ocratoxigenos tienden a proliferar en la cebada utilizada para la producciôn de 
cerveza durante su almacenamiento cuando las condiclones de temperatura y 
humedad son las adecuadas (Anii & Alkis, 2010). Sôlo entre el 2 y el 13% de la OTA 
présente en la cebada se élimina durante el proceso de fabricaciôn de la cerveza 
(Scudamore, 2004), por lo que la detecciôn de hongos ocratoxigenos en la materia 
prima puede ser un buen indicador de la posible presencia de la toxina en el 
producto final.
En este trabajo, se han analizado 30 muestras de harina de cebada recogidas 
en fabricas de cerveza distribuidas en sels Comunidades Autônomas. Los resultados 
indican un alto porcentaje de contaminaciôn por dos de las principales especies 
ocratoxigenas de Aspergillus secciôn Circumdati, A. ochraceus y A. steynil (53% de 
las muestras). La presencia de A. steynil en el 68% de las muestras contaminadas 
pone en evidencia una mas que probable contaminaciôn por OTA tanto en dicha 
matriz alimenta ria como en la cerveza procesada debido a la altisima capacidad de
producciôn de practicamente todas las cepas de esta especie que se ha demostrado 
en esta tesis.
La distribuciôn de estas especies a lo largo de la geografia espahola es desigual. 
La gran incidencia de Aspergillus de la secciôn Circumdati en muestras procédantes 
de Castilla la Mancha, asi como su falta de presencia en las de Castilla y Leôn, lleva 
a pensar que estas especies se podrian ver desfavorecidas por las temperaturas 
mas bajas que, segùn la agenda estatal de meteorologia (AEMET) (www.aemet.es) 
se dan en esta regiôn peninsular. Ademas hay que comentar que las precipitaciones 
son mas escasas en Castilla la Mancha por lo que parece que estas especies podrian 
resistir considerablemente bien la sequia de estas zonas. Los resultados obtenidos 
en las muestras procédantes de otras Comunidades Autônomas no son concluyentes 
debido a su bajo nùmero y habria que llevar a cabo mas estudios en estas regiones. 
Desde la descripciôn de las nuevas especies de la secciôn Circumdati (Frisvad et a!., 
2004), se han publicado muy pocos trabajos donde se estudie su distribuciôn por lo 
que los resultados obtenidos no se pueden comparer con los de otros autores. Séria 
muy interesante realizar un estudio de incidencia de A. ochraceus, A. westerdijkiae 
y A. steynil en climas mas frios como podria ser el norte de Europa donde 
tipicamente se habian descrito especies del género Peniciliium como las principales 
productoras de OTA (Barlow et a l., 2008).
2.2.- Detecciôn de A. westerdiikiae. A. ochraceus y A. stevnii en pimentôn
Cada vez existen més trabajos que demuestran la presencia de OTA en distintas 
especias por lo que, recientemente, la Uniôn Europea ha legislado los niveles 
maximos de esta micotoxina que se puede encontrar en una gran variedad de estos 
productos (Comisiôn Europea, 2010a). El pimentôn es un condimento en polvo de 
color rojo obtenido a partir del secado y molido de algunos tipos de pimiento y es 
usado muy habitualmente para preparar platos tradicionales en muchos paises. La 
contaminaciôn por OTA en esta especia se ha visto con anterioridad en varias 
ocasiones (Almêla et al., 2007; Shundo et al., 2009; Santos et al., 2010b).
En este trabajo, la presencia de las especies de Aspergillus secciôn Circumdati 
estudiadas, se ha encontrado en el 19% de las muestras analizadas y tanto A. 
ochraceus como A. westerdijkiae y A. steynil se han detectado en mas de una 
ocasiôn. Santos et al. (2008) revisaron el tema de la incidencia de micotoxinas y 
hongos toxigenos en distintos tipos de pimentôn y encontraron que la 
contaminaciôn de este producto dependia, en gran medida, de su procedencia. 
Igualmente, Almela et al. (2007) relacionaron la contaminaciôn por hongos
productores de micotoxinas con el origen geografico de los pimientos con los que 
fue elaborado el pimentôn. Esta podria ser la razôn de la altisima incidencia de 
hongos productores de OTA présentes en estas muestras ya que las condiclones 
climaticas y/o las malas practicas agricolas llevadas a cabo pueden suponer el 
aumento de la colonizaciôn fûngica. En ese ultimo trabajo, Almela et al. (2007), 
sehalan una importante incidencia de Aspergillus de la secciôn Circumdati en 
muestras de pimentôn dulce. La clasificaciôn de los aislamientos que realizaron 
utilizando claves de identificaciôn publicadas hace mucho tiempo, les llevaron a 
identificar estos hongos como A. ochraceus. Sin embargo, teniendo en cuenta la alta 
capacidad de producciôn de los aislamientos que obtuvieron, se podria suponer que 
realmente algunos de ellos se corresponderian con cepas de A. westerdijkiae y/o A. 
steynil.
Al estudiar por separado los resultados de las muestras contaminadas en cada 
uno de los tipos de pimentôn analizado, se observô un aumento de la incidencia de 
las especies de estudio en el pimentôn dulce y que en el pimentôn picante era 
donde menos se détecta ban. El pimentôn picante présenta capsaicina, una sustancia 
que no esta présente en el pimentôn dulce, y que se ha visto tiene efecto 
antimicrobiano frente a distintos tipos de microorganismos (Kraiktuan et a!., 2008; 
Tewksbury et ai., 2008). La capsaicina podria afectar al crecimiento de estas 
especies, lo que podria ser la razôn por la cual no se détecta ninguna de ellas en las 
muestras de pimentôn picante. Santos et al. (2010b) encontraron una disminuciôn 
de OTA en pimentôn picante al compararlo con el dulce por lo que postulan que la 
capsaicina podria afectar a la producciôn en especies ocratoxigenas. Sin embargo, 
en el futuro habra que llevar a cabo estudios de los efectos que pueda tener esta 
sustancia sobre el crecimiento y la producciôn de OTA en A. westerdijkiae, A. steynil 
y A. ochraceus para poder confirma r estas hipôtesis.
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Desde la descripciôn de A. westerdijkiae, algunos autores han sugerido que 
todos los aislamientos de A. ochraceus encontrados en trabajos previos deberian ser 
reclasificados e incluidos dentro de la nueva especie, afirmando que A. westerdijkiae 
parece ser el productor de OTA de la secciôn Circumdati mas frecuente en matrices 
alimenta rias (Marino et al., 2009). Sin embargo, la aplicaciôn de los protocolos de 
PCR descritos en este trabajo para la detecciôn de A. westerdijkiae, A. ochraceus y 
A. steynil en pimentôn y harina de cebada, no concuerdan con estas hipôtesis. No
sôlo se sigue detectando A. ochraceus en las dos matrices alimenta rias analizadas, 
sino que es incluso mas frecuente que A. westerdijkiae.
Hasta el momento, la presencia de A. steynii sôlo se habia descrito en café 
(Leong et al., 2007; Noonim et al., 2009), probablemente debido a su reciente 
descripciôn. Por tanto, esta es la primera vez que se demuestra la incidencia de esta 
especie en matrices diferentes como son el pimentôn y la harina de cebada. 
Ademas, no existia ninguna cita bibliografica hasta el momento que describiera la 
presencia de A. westerdijkiae en pimentôn.
3. ANALISIS DE LA PRODUCCIÔN DE OCRATOXINA A EN ESPECIES DE 
Aspergillus SECCIÔN CIRCUMDATI
Frisvad et al. (2004) publicaron una revisiôn de las especies de Aspergiiius 
secciôn Circumdati realizando un analisis de las secuencias del gen que codifica para 
la B-tubulina. En este trabajo, describieron nuevas especies y senalaron que algunas 
podrian ser importantes productoras de OTA. Otros estudios posteriores destaca ron 
tanto a A. ochraceus como a A. westerdijkiae y A. steynii como las principales 
especies ocratoxigenas de la secciôn Circumdati pero en ninguno de ellos se précisa 
cual es la capacidad de producciôn de estas especies y cual séria su contribuciôn a 
la contaminaciôn total de OTA en los productos alimentarios.
Los altisimos niveles de producciôn de OTA alcanzados por practicamente todos 
los aislamientos de A. steynii en el comûnmente usado medio CYA destacan la 
relevancia de esta especie por encima de A. westerdijkiae y A. ochraceus. Las cepas 
de A. steynii analizadas en este estudio procedian de origenes muy distintos y en 
todos los casos la producciôn de OTA fue muy alta, por lo que se puede deducir que 
su presencia en cualquier matriz alimenta ria supondria un importante riesgo de 
contaminaciôn por OTA.
A. ochraceus ha sido considerada durante mucho tiempo una de las mas 
importantes especies productoras de OTA en gran variedad de sustratos (Taniwaki 
et al., 2003; Belli et al., 2004; Urbano et al., 2004). Sin embargo, su importancia 
relativa disminuyô después de la descripciôn de A. westerdijkiae como una nueva 
especie debido a que la detecciôn de esta ultima era mas frecuente (Leong et a!., 
2007; Noonim et al., 2008; Diaz et al., 2009). Los altos niveles de producciôn de las 
cepas y el elevado porcentaje de cepas productoras (66,7%) hacen que la presencia 
de A. westerdijkiae en matrices alimenta rias tenga que ser considerada como un 
certero indicador de la potencial contaminaciôn por OTA.
Distintos autores han sehalado la enorme variabilidad intraespecifica que existia 
en la capacidad de producir OTA de los distintos aislamientos de A. ochraceus 
(Pardo et al., 2004; Pardo et al., 2005b). Viendo los resultados de este estudio, 
estas grandes variaciones se podrian atribuir a una in correcta clasificaciôn de los 
aislamientos pudiendo ser los mas productores cepas de A. steynii o A. 
westerdijkiae mientras que los aislamientos con menor capacidad de producciôn 
podrian corresponderse con la especie A. ochraceus.
Durante mucho tiempo la producciôn de OTA por A. elegans ha sido un tema 
bastante controvertido. Algunos autores han sehalado la capacidad ocratoxi'gena de 
esta especie (Batista et al., 2003; Palumbo et al., 2007), mientras que otros 
sugieren que la descripciôn previa de cepas productoras de A. eiegans se debiô a 
que no esta ban bien identificadas (Samson et al., 2005). Sin embargo, en este 
caso, la habilidad de los aislamientos de esta especie para producir OTA ha sido 
demostrada y la identificaciôn de los aislamientos fue confirmada mediante 
secuenciaciôn de la regiôn ITS1-5,8S-ITS2 y del gen Btub. Los niveles de producciôn 
alcanzados por A. elegans no fueron muy elevados, pero el alto porcentaje de cepas 
productoras hace que la presencia de esta especie en los alimentos deba ser tenida 
en cuenta para evitar la contaminaciôn por OTA de los mismos.
Con todos estos datos, se puede concluir que la presencia en un alimente de A. 
westerdijkiae y, particularmente, de A. steynii supone un gran riesgo de 
contaminaciôn por OTA debido a su alta capacidad de producciôn. También es 
importante tener en cuenta la diversidad de alimentos que pueden contaminar. 
Aunque los niveles de producciôn de OTA son menores en A. eiegans y A. 
ochraceus, algunos de sus aislamientos también son capaces de forma r la toxina, 
por lo que el riesgo supuesto por ellas tampoco debe ser ignorado.
4. EFECTO DE FACTORES ECGFISIGLÔGICGS SOBRE EL CRECIMIENTO, LA 
PRODUCCIÔN DE OCRATOXINA A Y LA ESPORULACIÔN EN A. westerdijkiae 
Y A. Steynii
D Mello & MacDonald (1997) senalaron que los factores mas importantes que 
pueden afectar al crecimiento de los hongos y a su capacidad productora de 
micotoxinas eran los fisicos y, destaca ron la temperatura y la a^ como los mas 
significativos. En este estudio, se ha analizado el efecto de estos factores sobre el 
crecimiento y la producciôn de OTA en A. westerdijkiae y A. steynii. Ademas, se ha 
estudiado la posible incidencia de la temperatura y la a« sobre la esporulaciôn ya
que parece ser que este parametro esta ligado a las rutas biosintéticas de 
producciôn de micotoxinas (Brodhagen & Keller, 2006).
Algunos estudios sobre el efecto de factores ecofisiolôgicos previos a la 
descripciôn de A. westerdijkiae y A. steynii como nuevas especies utilizaron 
aislamientos de A. ochraceus que, en esta tesis, se han reclasificado tras analizar 
sus secuencias del gen Btub y de la regiôn ITS1-5,8S-ITS2. A lo largo de este 
apartado de la secciôn Discusiôn, se van a tomar los resultados de estas 
publicaciones con respecto a la clasificaciôn actual de esas cepas. Cabe destacar que 
hay una gran cantidad de trabajos realizados con la cepa NRRL 3174 (=CECT 2948) 
considerada antiguamente la especie tipo de A. ochraceus y que, tras el trabajo de 
Frisvad et al. (2004),  fue reclasificada y pasô a ser la especie tipo de A. 
westerdijkiae.
4.1.- Estudio del efecto de factores ecofisiolôgicos en medio sintético
Debido a la reciente descripciôn de A. westerdijkiae y A. steynii, ûnicamente 
existe hasta el momento un trabajo en el cual se estudia el efecto de factores 
ecofisiolôgicos en estas especies (Abdel Hadi & Magan, 2009). Estos autores 
comprobaron que a 30 °C, mientras que la a^ ôptima para el crecimiento de A. 
westerdijkiae era 0,95, A. steynii crecia mejor con a« mas alta (0,99) utilizando un 
medio sintético. Esto implicana que A. westerdijkiae séria capaz de proliferar mejor 
en sustratos con una baja disponibilidad de agua, pudiendo desplazar a A. steynii en 
estas condiciones favorables. Los resultados obtenidos en el trabajo realizado en 
esta tesis en medio sintético difieren ligeramente de los observados por Abdel-Hadi 
& Magan (2009). En el trabajo citado, los autores sehalan un diferente 
comportamiento de las especies dependiendo de las condiciones de a^ y 
temperatura utilizadas, siendo en algunas ocasiones superior el crecimiento en A. 
steynii y otras en A. westerdijkiae. Sin embargo, en nuestro caso, aün no 
encontrando diferencias estadisticamente significativas, parece que hay una 
tendencia a que el crecimiento de A. westerdijkiae en medio CYA sea superior en 
todas las condiciones. La a^ ôptima de crecimiento obtenido en ambas especies es 
similar que el descrito por Abdel-Hadi & Magan (2009) aunque encontramos 
diferencias en la temperatura ôptima debido a que los rangos probados en este 
trabajo y en esta tesis no eran los mismos.
La producciôn de OTA por A. steynii en todas las condiciones probadas fue 
superior a la de A. westerdijkiae excepto a las condiciones en el limite inferior de a« 
y temperatura (aw=0,928 y 20 °C) donde la primera fue incapaz de producir OTA.
Esta séria otra evidencia de que A. westerdijkiae podria estar adaptado a 
condiciones mas frias y con baja disponibilidad de agua que A. steynii. Los 
resultados obtenidos sobre la producciôn de OTA en esta ultima especie muestran 
una Clara tendencia al aumento de la concentraciôn de toxina en el medio a mayor 
temperatura y a„, lo que nos indicaria que esta especie esta màs adaptada a climas 
càlidos y con elevada humedad. Estos resultados vuelven a diferir de los 
encontrados en el trabajo de Abdel-Hadi & Magan (2009) donde vieron una 
elevadisima producciôn de OTA en A. steynii a a^ muy baja.
Pardo et al. (2005) senalaron que el sustrato es un factor muy importante para 
el crecimiento fùngico y la capacidad de las especies para producir OTA. Estos 
autores observaron grandes variaciones cuando se modificaba el medio de cultivo. 
Esta podria ser la explicaciôn de las diferencias observadas entre el estudio llevado 
a cabo en esta tesis, en medio CYA, y el realizado por Abdel Hadi & Magan (2009) 
donde se utilizô medio YES.
4.2.- Estudio del efecto de factores ecofisiolôgicos en medios basados en matrices
ALIMENTARIAS
Tras comprobar el comportamiento de las dos especies en un medio sintético 
variando la a« y la temperatura de incubaciôn para obtener un perfil estandar de su 
capacidad de crecimiento y producciôn de OTA, se analizô el efecto de esos mismos 
parametros en medios de cultivo basados en matrices alimentarias. Los sustratos 
utilizados para la realizaciôn de los medios de cultivo fueron seleccionados debido a 
que en ellos habia sido descrita previamente la presencia A. westerdijkiae y/o A. 
steynii por otros autores o se habia detectado o aislado alguna de estas especies en 
esa matriz alimentaria en trabajos llevados a cabo en nuestro grupo.
Los resultados obtenidos en los medios preparados a partir de las infusiones de 
los productos alimentarios elegidos pueden considéra rse una muy buena 
aproximaciôn a la manera en que se comportarian los hongos creciendo realmente 
en los sustratos natural es (Pardo et al., 2005). Ramos et al. (1998) encontraron 
unos patrones muy similares entre el comportamiento de especies ocratoxigenas en 
medios preparados a partir de infusiones de cebada y directamente en granos de 
cereal.
En numerosos trabajos en los que se estudia el efecto de factores 
ecofisiolôgicos sobre distintos parametros en A. ochraceus, los autores destacan la 
altisima variabilidad de los resultados que se obtienen entre los aislamientos 
analizados (Pardo et al., 2004; Pardo et al., 2006b). En este estudio, no se ha
encontrado variabilidad intraespecifica entre los resultados obtenidos entre las dos 
cepas de A. westerdijkiae y las dos de A. steynii, aunque si una importante 
variabilidad interespecifica tanto en el crecimiento como en la capacidad de 
producciôn de OTA de las mismas. Esto podria ser explicado suponiendo que los 
aislamientos de A. ochraceus que utilizaron estos autores no se correspondian 
realmente a esa especie sino que deberian ser reclasificados e incluirse en alguna de 
las otras dos.
Los diferentes sustratos utilizados no ejercieron efecto sobre el crecimiento de 
A. westerdijkiae y A. steynii tras 10 dias de incubaciôn en ningûn caso, obteniendo 
un perfil semejante en todos ellos. Ademas, los niveles de crecimiento alcanzados 
por ambas especies fueron similares a los obtenidos en medio CYA. El efecto de la 
temperatura y la a „ también fue similar al encontrado en el medio sintético, 
viéndose el crecimiento reducido de manera significativa a la temperatura màs baja, 
20 °C, y a aw=0,928. Hay que destacar que en todos los medios y condiciones 
estudiadas, A. westerdijkiae fue capaz de crecer significativamente màs que A. 
steynii.
Por el contrario, el medio ejerciô un papel fundamental en la producciôn de OTA 
por ambas especies. Hablando de manera general, el medio preparado a partir de 
pimentôn fue donde ambas especies produjeron màs OTA, seguido, en este orden, 
por los medios de cebada, maiz, café y anis. A. steynii fue capaz de producir unos 
niveles muy reducidos de toxina en medio preparado a partir de uvas y ninguna de 
las cepas de A. westerdijkiae fue capaz de former la toxina en estas plaças. Estos 
resultados coinciden con lo que ya describieran Lai et al. (1970) que vieron que la 
composiciôn del medio no afecta de manera significativa al crecimiento del hongo, 
aunque si que es muy importante para su capacidad de producir OTA. Otros autores 
han sehalado en sus trabajos que la producciôn de OTA y el crecimiento no se 
encuentran directamente correlacionadas y que la formaciôn de la toxina no ocurre 
siempre que el hongo es capaz de crecer (Mühlencoert et al., 2004; Pardo et al., 
2005a). La gran diferencia encontrada en la producciôn de ambas especies con 
respecto a la matriz alimentaria sobre la que estuvieran creciendo se debe, 
fundamentalmente, a la composiciôn de la misma. Se ha demostrado que la fuente 
de carbono prédominante en el medio es decisive para la capacidad de producciôn 
de hongos ocratoxigenos (Mühlencoert et al., 2004; Medina et al., 2008). Tanto A. 
westerdijkiae como A. steynii pueden producir mayores cantidades de toxina cuando 
la fuente de carbono en el medio es sacarosa; sin embargo esta capacidad se ve 
considerablemente reducida cuando el azûcar présenté es fructosa (Mühlencoert et 
al., 2004; Medina et al., 2008). Tras el agua, los componentes màs abondantes de
las uvas son los azucares, en su mayor parte fructosa (Dharmadhikari, 1994). Esta 
séria la causa por la que los dos hongos de estudio crecen bien en el medio formado 
a partir de esta matriz alimentaria pero ven significativamente reducida su 
capacidad para producir la toxina. Estos resultados coinciden con los obtenidos por 
otros autores (Pardo et al., 2006b; Kapetanakou et al., 2009) que observaron una 
producciôn muy reducida sobre uvas o derivados si se comparaba con la producciôn 
de los aislamientos en otros medios.
Distintos autores habian comprobado la capacidad para producir OTA de 
especies de la secciôn Circumdati en cereales, pero, como se ha comentado 
anteriormente, no se sabe con exactitud a que especie pueden pertenecer esos 
aislamientos (Ramos et al., 1998; Pardo et al., 2006b). La alta capacidad para 
producir OTA de los aislamientos analizados en los medios basados en cereales 
también se puede explicar por la fuente de carbono mayoritaria en ellos. En varios 
trabajos, se ha visto que distintos hongos toxigenos son capaces de utilizar el 
almidôn para crecer y que, ademas, un medio que sôlo contenga este polisacarido 
como fuente de carbono es adecuado para la producciôn de micotoxinas (Biuhm & 
VVoloshuk, 2005, Roussos et a t, 2006). Habria que llevar a cabo màs estudios para 
comprobar si estos resultados previos que otros autores han observado en hongos 
aflatoxfgenos y productores de fumonisinas también séria aplicable a las especies 
productoras de OTA y, particularmente, a A. westerdijkiae y A. steynii.
Ya se ha mencionado en varias ocasiones que A. ochraceus fue considerado 
durante mucho tiempo la principal fuente de OTA en café (Urbano et a t, 2001; 
Batista et a t,  2003; Taniwaki et a t, 2003). Por ello, distintos trabajos han 
estudiado la producciôn de toxina en esta matriz de especies de la secciôn 
Circumdati (Nantie & Chow, 2000; Pardo et a t, 2005; Pardo et a t, 2006b). Los 
resultados obtenidos en el ensayo realizado con A. westerdijkiae y A. steynii 
coinciden con los descritos por estos autores que establecieron un màximo de 
producciôn de OTA a una temperatura entre 25-30 °C y una a^ entre 0,95-0,99. Sin 
embargo, los niveles de producciôn de todos los aislamientos ensayados de las dos 
especies tuvieron una menor capacidad de producciôn de OTA en este medio 
preparado a partir de café que en otros como el basado en pimentôn o en cebada, 
aün cuando el crecimiento fue similar en todos ellos. En varios trabajos se ha 
comprobado que uno de los componentes del café, la cafeina, puede reducir e 
incluso inhibir la producciôn de OTA en hongos ocratoxigenos de la secciôn 
Circumdati (Buchanan et al., 1982; Suârez-Quiroz et a t, 2004). Por tanto, la 
reducclôn en la producciôn de OTA en A. westerdijkiae y A. steynii en medio de café 
podria ser debida a la presencia de este compuesto.
Segùn los resultados obtenidos, la presencia de A. steynii en café y maiz, 
supondria un nnayor peligro de contaminaciôn por OTA del alimente que si el hongo 
detectado fuera A. westerdijkiae.
Los hongos, al igual que el resto de microorganismos, pueden ejercer distintas 
estrategias para evitar el crecimiento de sus competidores a la hora de colonizar y 
mantenerse en un determinado nicho ecolôgico (Magan & Aldred, 2007). En el caso 
de las dos especies estudiadas, parece que nos encontramos ante dos estrategias 
diferentes. A. westerdijkiae es capaz de crecer muy rapidamente de manera que 
impediria la colonizaciôn de sus competidores en el mismo sustrato. Sin embargo, 
A. steynii produce gran cantidad de OTA lo que le podria aportar una ventaja 
competitiva frente a otros hongos que compartieran su sustrato. Este hecho se ha 
comprobado previamente en el caso de otras micotoxinas como las fumonisinas ya 
que pueden inhibir el crecimiento de otros hongos no productores de la toxina 
(Magan & Aldred, 2007). Esta hipôtesis tendra que ser comprobada viendo si el 
comportamiento de A. westerdijkiae y A. steynii, en cuanto a su capacidad de 
crecimiento y producciôn de OTA, es la misma en co-cultivos de ambas especies o 
con otras que habitualmente contaminan sus mismos sustratos.
El efecto de los factores estudiados sobre la producciôn de OTA de estas 
especies fue mucho mas fàcilmente observable en el caso de A. steynii. Como 
ocurria en el medio sintético CYA la producciôn de toxina en esta especie se redujo 
a 20 °C y a la menor aw (0,928). Esto nos indica que la estimaciôn de los efectos de 
los factores ecofisiolôgicos en medios artificiales puede dar una gran idea para la 
planificaciôn de estudios posteriores directamente sobre matrices alimentarias. En el 
caso de A. westerdijkiae, la temperatura y la a^ no afecta ron a la producciôn de OTA 
y no pareciô haber un patrôn especifico en ningûn caso. Sin embargo, el sustrato si 
fue un factor déterminante ya que se pudo observar una altisima producciôn en los 
medios de pimentôn y cebada, principalmente a a« elevada. Ademas, hay que 
destacar que tanto en esta especie como en A. steynii, en practicamente todos los 
medios, se obtuvo un méximo de producciôn a 28 °C y aw=0,995. Por tanto, los 
resultados obtenidos en este trabajo apoyan las afirmaciones realizadas por gran 
variedad de autores que defienden que si los productos alimentarios se conservaran 
en unas condiciones de temperatura y humedad adecuadas, se red u ci ria 
considerablemente la contaminaciôn por OTA en los mismos (Kabak et al., 2006; 
Amézqueta et al., 2009).
Como se ha comentado, la detecciôn de alguna de estas dos especies en algûn 
alimento mediante los ensayos de PCR disenados supondria un gran riesgo de
contaminaciôn por OTA debido a la alta capacidad toxigena tanto de A. steynii como 
de A. westerdijkiae. Los resultados obtenidos sobre la capacidad de crecer y 
producir OTA en los distintos medios basados en distintas matrices, complementan 
el resto de estudios llevados a cabo durante la realizaciôn de esta tesis. La 
capacidad para producir OTA de los aislamientos depende, en gran medida, del 
sustrato en el que se desarrollen y dependiendo de esto, la detecciôn de estos 
hongos en ellas deberà ser mas o menos tenida en cuenta. Por ejemplo, la 
presencia de cualquiera de las dos especies en muestras de cebada o pimentôn, 
supondria un alto riesgo de presencia de OTA ya que tanto A. westerdijkiae como A. 
steynii pueden producir elevados niveles de toxina. La detecciôn de A. steynii en 
café y anis también habria que tenerla muy en cuenta para poder predecir la posible 
contaminaciôn con la toxina, mientras que su presencia en uvas no supondria un 
riesgo importante aunque tampoco podria ser ignorado.
Brodhagen & K eller (2006) senalaron que la esporulaciôn y la producciôn de 
micotoxinas podrian estar relacionadas ya que sus rutas de smtesis se encontraban 
reguladas de manera similar. El efecto de la temperatura y la a„ sobre la 
esporulaciôn en distintas especies de Aspergiiius secciôn Circumdati ha sido 
estudiado recientemente (Abdel-Hadi & Magan, 2009). Estos autores observaron 
como la tasa de esporulaciôn tanto en A. westerdijkiae como en A. steynii se 
incrementaba cuando se sometfa a las especies a condiciones de estrés hidrico. En 
nuestro caso no se han encontrado diferencias en la esporulaciôn en ninguna de las 
especies cuando se variaban la temperatura y/o la aw Ademas, los resultados 
obtenidos en esta tesis no concuerdan con lo afirmado por Brodhagen & Keller 
(2006 ) ya que aunque A. steynii es capaz de producir altisimos niveles de OTA, su 
capacidad para producir esporas no es mayor que la de la otra especie. Por tanto, se 
deduce que lo descrito por estos autores no se puede generalizar a todas las 
especies productoras de micotoxinas y habria que estudiar cada caso de forma 
independiente.
Los resultados presentados en este trabajo aportan datos de gran interés sobre 
la capacidad ocratoxi'gena de las especies de la secciôn Circumdati. Debido a los 
cambios en la clasificaciôn de este grupo del género Aspergiiius, actualmente, es 
muy dificil llegar a saber si los resultados presentados por todos los autores hasta la 
descripciôn de A. westerdijkiae y A. steynii como nuevas especies se corresponden 
realmente con aislamientos de A. ochraceus o de cualquier otra de estas.
5. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES IMPLICADOS EN LA 
BIOSINTESIS DE OCRATOXINA A EN A. westerdijkiae
O'Callaghan et al. (2003) fueron los primeros que caracterizaron un gen pks en 
A. ochraceus que codificaba para una enzima de la familla de las poliquétido 
sintasas (PKS) que estaba implicado en la ruta de smtesis de OTA ya que los 
mutantes que tenian este gen interrumpido eran incapaces de producir la toxina. En 
este trabajo, ademas, caracterizaron una gran cantidad de genes cuyos niveles de 
expresiôn aumentaban en condiciones adecuadas para la producciôn de OTA en esta 
especie. Posteriormente, estos mismos autores (O'Callaghan et al., 2006) analizaron 
la expresiôn de alguno de estos genes y comprobaron que uno de ellos, p450-B03, 
que codificaba para una citocromo p450 monooxigenasa se correlacionaba 
positivamente tanto con los niveles de toxina en el medio como con los de expresiôn 
del gen pks descrito anteriormente. Estos trabajos fueron pioneros en la 
caracterizaciôn de genes implicados en la ruta de smtesis de OTA y su realizaciôn 
fue previa a la descripciôn de A. westerdijkiae como una nueva especie (Frisvad et 
al., 2004). Como ya se ha visto en esta tesis, los niveles de producciôn de A. 
ochraceus son considerablemente menores que los de A. westerdijkiae por lo que es 
de suponer que los autores utilizasen un aislamiento de esta ultima para llevar a 
cabo sus estudios. En este trabajo, se han disenado cebadores especificos basados 
en las secuencias de estos dos genes y, mediante ensayos de PCR convencional, se 
ha comprobado que realmente la banda especîfica de amplificaciôn se obtenia con 
DNA de A. westerdijkiae y no de A. ochraceus. Por tanto, el aislamiento utilizado por 
el grupo de O'Callaghan para la caracterizaciôn de los genes pks y p450-B03 debe 
ser reclasificado y considéra rse una cepa de A. westerdijkiae. En esta tesis, los 
niveles de transcripciôn de estos genes se analizaron mediante PCR a tiempo real 
para la obtenciôn de una curva de expresiôn de los mismos a lo largo del tiempo. 
Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos por O'Callaghan et al. (2006) 
donde existe una relaciôn entre los niveles de expresiôn de los genes pks y p450- 
B03 y la concentraciôn de toxina detectada en el medio. No se obtuvieron niveles de 
expresiôn détectables en ninguno de los casos en la cepa no productora, 3.38.
Gonzalez-Salgado (2009), utilizando la técnica de paseo cromosômico, 
comprobô que estos dos genes, pks y p450-B03, se encontraban en la misma regiôn 
del genoma y que esta ban separados por otro gen, nrps, que codificaba para una 
sintetasa de péptidos no ribosomales. En la secciôn Introducciôn se ha comentado 
que en la ruta de smtesis de OTA deberia actuar una enzima de este tipo para la 
uniôn de la molécula de OT-o a la fenilalanina. Este hallazgo fue una evidencia de
que en A. westerdijkiae los genes de producciôn de OTA también se encontraban en 
un cluster como ya se habia visto en P. nordicum (Karolewiez & Geisen, 2005; 
Geisen et al., 2006). A pesar de la caracterizaciôn del gen, nunca antes se habia 
analizado su transcripciôn en cepas productoras y no productoras de OTA. El analisis 
mediante PCR a tiempo real realizado en esta tesis revelô que los niveles de 
expresiôn del gen nrps, también esta ban relacionados con la producciôn de toxina y 
que ûnicamente las cepas productoras, CECT 2948 y 3.58, lo expresaban en niveles 
détectables. Ademas, hay que destacar que el perfil de expresiôn del gen nrps a lo 
largo del tiempo era muy similar al obtenido para los genes pks y p450-B03 lo que 
refuerza la hipôtesis de que estos très genes agrupados se transcriben 
conjuntamente y se encuentran corregulados como ya se ha descrito en especies 
que producen otras micotoxinas como fumonisinas o afiatoxinas (Yu et a!., 2004; 
Desjardins & Proctor, 2007).
Por otro lado, Bacha et al. (2009) caracterizaron un gen en A. westerdijkiae, 
aoks l, que codificaba para una PKS diferente del descrito por 0 Callaghan et al. 
(2003) y comprobaron que los mutantes en ese gen no podfan producir la toxina. En 
este trabajo, se ha analizado la expresiôn del gen aoksl mediante PCR a tiempo real 
y se ha comprobado que su transcripciôn no se relaciona con la producciôn de 
toxina en las condiciones probadas. Los mayores niveles de expresiôn del gen aoksl 
se obtuvieron en la cepa de A. westerdijkiae no productora de OTA. Las enzimas de 
la familla de las poliquétido sintasas estan implicadas en la sfntesis de una gran 
variedad de metabolites secondaries en el género Aspergiiius (Chiang et a t. 2010). 
Los autores del trabajo donde se describe el gen aoksl no analizan su expresiôn en 
una cepa no productora de OTA, por lo que no dilucidan si el gen descrito podria 
estar implicado en rutas de sfntesis de otras moléculas. Ademas, cabe destacar que 
una de las dos cepas productoras de OTA, 3.58, no expresa el gen a ninguno de los 
tiempos de incubaciôn estudiados, lo que sigue apoyando la hipôtesis de la dudable 
implicaciôn de este gen en la sfntesis de OTA en estas condiciones. Por otro lado, se 
ha visto en varias ocasiones que en la biosfntesis de una micotoxina pueden 
intervenir distintas enzimas PKS cuyos genes se expresan de manera variable 
dependiendo de las condiciones utilizadas (Huffman et a t,  2010). El medio de 
cultivo utilizado por Bacha et al. (2009) para el estudio de la producciôn de OTA y 
expresiôn del gen aoksl en la cepa de A. westerdijkiae elegida, es muy complejo lo 
que podria favorecer la expresiôn de este gen en esas condiciones. Sin embargo, 
habria que llevar a cabo estudios en ese medio del gen pks descrito por O'Callaghan 
et al. (2003) para comprobar si su expresiôn es excluyente de la del gen aoksl o si 
ambos se pueden co-expresar en la producciôn de OTA en esas condiciones.
Por tanto, segùn los resultados obtenidos en este estudio, se refuerza la 
hipôtesis de que los genes de producciôn en A. westerdijkiae se encuentran 
agrupados y que se co-expresan en condiciones adecuadas para la producciôn de 
OTA. No se han encontrado evidencias de que el gen aoksl descrito por Bacha et al. 
(2009) intervenga en la ruta de smtesis de la toxina, al menos en las condiciones 
planteadas en este ensayo.
6. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÔN DE GENES IMPLICADOS EN LA RUTA 
DE SINTESIS DE OCRATOXINA A EN A  steynii
La ruta de sfntesis de OTA en A. steynii no habfa sido estudia hasta el 
momento. Sin embargo, la enorme capacidad para producir la toxina de este hongo 
que se ha demostrado en este trabajo, supone la necesidad del conocimiento de los 
genes implicados en su biosfntesis para conocer su regulaciôn y de esta manera 
poder desarrollar métodos de control de la producciôn de OTA en A. steynii.
En diferentes ocasiones, se ha demostrado la implicaciôn de protefnas de la 
superfamilia citocromo P450 en la ruta biosintética de diferentes micotoxinas como 
las afiatoxinas (Vu et ai., 2004), los tricotecenos y las fumonisinas (Desjardins & 
Proctor, 2007), y se han propuesto como posibies implicadas en la sfntesis de OTA 
en A. westerdijkiae y A. n/ger (O'Callaghan et a i,  2006; Gonzalez-Salgado, 2009).
En esta tesis, a partir de una pequena secuencia de 75 pb con una alta 
identidad con el gen p450-B03 de A. westerdijkiae se obtuvo la secuencia compléta 
del gen p450ste de A. steynii utilizando la técnica 5'-RACE. Desde su descripciôn 
(Frohman et a i,  1989), este método ha sido utilizado frecuentemente para la 
obtenciôn de distintas secuencias de genes fùngicos aunque ûnicamente hemos 
encontrado su aplicaciôn en una ocasiôn para el estudio de genes implicados en la 
sfntesis de micotoxinas (Young et a i,  2001). Con esta técnica se obtuvo una 
secuencia de 1436 pb con una identidad del 80% con el gen p450-B03 de A. 
westerdijkiae y de un 66% con el gen que probablemente codifica para una 
citocromo p450 implicada en la sfntesis de OTA en A. niger. En cuanto a la 
secuencia de aminoacidos de la protefna P450STE, nos encontramos con una 
similltud del 86,2% con la citocromo p450 de A. westerdijkiae, P450-B03 y un 
67,4% con la de A. niger. En varias ocasiones se ha postulado la baja identidad que 
existe entre la secuencia de aminoacidos de las protefnas de la superfamilia de las 
citocromo p450 que en muchos de los casos se sitûa por debajo del 20% (Werck- 
Reichnart & Feyereisen, 2000). Esto se debe a que la estructura secundaria de la
protema se conserva facilmente y, por tante, su funciôn, aunque la secuencia 
primaria de aminoécidos tenga una Identidad muy baja (Cresnar & Pétrie, 2011). 
Sin embargo, la secuencia aminoacidica de la protema STEP450 tiene una identidad 
muy elevada con las otras dos mencionadas lo que podna ser debido a que 
real mente en los très casos comparten la misma funcion en la ruta de sintesis de 
OTA en las très especies, A. steynii, A. westerdijkiae y A. niger. Esta afirmaciôn se 
ve apoyada por el hecho de que si comparâmes la secuencia de estas très protemas 
con otras relacionadas con la sintesis de micotoxinas distintas a la OTA como CYPA 
0 TRI4, implicadas en la sintesis de afiatoxinas y tricotecenos, respectivamente, 
obtenemos valores de identidad de aproximadamente el 30%.
Hasta el memento, todas las proteinas de la superfamilia de las citocromo p450 
que se han visto formando parte de las agrupaciones de genes implicadas en la 
sintesis de micotoxinas se han incluido dentro de las enzimas P450 de tipo II 
(Cresnar & Pétrie, 2011). Este hana pensar que la protema descrita en este trabajo 
también se englobana dentro del tipo II y se puede confirmer por la presencia en 
ella del motivo de union a membrane caractenstico de este grupo ya que son 
enzimas que se encuentran unidas por la cara externe de la membrane de! reticulo 
endoplasmatico (Werck-Reichnart & Feyereisen, 2000).
Aparté del gen p450ste, se caracterizaron otros genes cuyas altas identidades 
en la secuencia con otros implicados en la sintesis de OTA en otras especies, llevô a 
pensar que también podn'an intervenir en la producciôn de toxine en A. steynii. Por 
un lado, se caracterizô un fragmente de 500 pb con una identidad de mas de un 
75% con el gen otachi implicado en la sintesis de OTA en P. nordicum  (Karoiew ez & 
Geisen, 2005). Sin embargo, los estudios de PCR a tiempo real llevados a cabo, 
mostraron que no habia una expresiôn mas elevada de este gen el caso de las cepas 
productoras con respecte a la no productora. Actualmente, se sabe que una g ran 
variedad de hongos son capaces de producir este tipo de enzimas de la familia de 
las cloroperoxidasas con distintos fines (Ortiz-Bermûdez et al., 2003). Lo mas 
probable es que la secuencia génica caracterizada si que codifique para una proteina 
incluida en esta familia pero no esté relacionada con la sintesis de OTA.
Por otro lado, se obtuvo la secuencia de dos genes que tenian una elevada 
identidad con los genes pks y aoksl en A. westerdijkiae que codifican para proteinas 
del tipo PKS y que habian sido descritas, en este momento, como implicadas en la 
smtesis de OTA (O'Callaghan et al., 2006; Bacha et al., 2009). Sin embargo, al 
intentar disenar cebadores para el estudio de su expresiôn mediante PCR a tiempo 
real, apareciô el problema de que ninguna de las parejas probadas amplificaba una
region pequena adecuada para el método elegido. El analisis de la estructura 
secundaria de las secuencias a la temperatura de hibridaciôn de los cebadores no 
revel6 que se estuvieran produciendo bucles u otro tipo de estructuras que 
impidieran la union de los mismos, por lo que se descarta esta idea como un posible 
motivo para la no amplificacion. Asimismo, tampoco se encontre un resultado 
positive mediante PCR convencional al utilizar cDNA de A. steynii y los cebadores 
PKS4-K0F/PKS4-F0R, con los que si se obtenia amplificacion al utilizar DNA de esta 
especie. Por tanto, habra que llevar a cabo mas estudios para dilucidar que 
mécanisme podna estar implicado en este hecho y se barajaran distintos métodos 
de silenciamiento génico.
7. ESTUDIO DE D. hansenii CYC 1244 PARA SU APLICAC1ÔN COMO AGENTE 
DE BIOCONTROL TRENTE A A. westerdijkiae
Desde hace mucho tiempo, las levaduras han sido consideradas como uno de 
los mas adecuados agentes de biocontrol debido a varias de sus caractensticas 
como que pueden crecer en fermentadores y proliferar rapidamente, que tienen 
pocos requerimientos nutricionales o su fa I ta de producciôn de metabolites tôxicos 
para los seres humanos (Wilson 8^ Wisniewski, 1989). Actualmente, se conocen 
distintos générés de levaduras capaces de inhibir el crecimiento de hongos 
ocratoxigenos (Zahavi et a!., 2000; Bleve et a!., 2006; Dimakopoulu et al., 2008} y, 
especificamente, algunas cepas de Pichia y Hanseniaspora son consideradas posibles 
agentes de biocontrol frente a A. ochraceus (Masoud & Kaltoft, 2006). En este 
trabajo, se realizô un anàlisis inicial en plaça para comprobar si 16 cepas de 
distintas levaduras inocuas y aisladas de alimentes podian afectar al crecimiento de 
A. westerdijkiae. Dos cepas de D. hansenii (CYC 1021 y CYC 1244) mostraron 
actividad antagonista frente a las distintas cepas del hongo, aunque en un estudio 
mas en profundidad se descartô a D. hansenii CYC 1021 como candidate debido a 
que su presencia suponia una mener reducciôn en el crecimiento de A. westerdijkiae 
y, ademas, un aumento en su capacidad de producir OTA. A la hora de seleccionar 
un agente de biocontrol frente a hongos toxigenos es imprescindible llevar a cabo 
estudios preliminares de los efectos que pueden tener sobre el crecimiento y la 
producciôn de toxina de los mismos. Se ha visto que la presencia de determinados 
competidores puede suponer un aumento de la formaciôn de metabolitos 
secundarios en algunas especies de Aspergillus (Losada et al., 2009), lo que podria 
explicar el aumento de la concentraciôn de OTA detectada en el medio en los co­
cu Iti vos con D. hansenii CYC 1021.
D. hansenii es una levadura usada de forma importante en procesos
biotecnolôgicos debido, principalmente, a sus caractensticas metabôlicas (Breuer & 
Harms, 2006; AggarwaI & Mondai, 2009). Actualmente, esta especie esta
considerada un microorganismo no patôgeno ya que algunos autores defienden que
las escasas veces que se han descrito infecciones oportunistas causadas por esta 
levadura se debian a que los aislamientos habian sido mal clasificados y en realidad 
se correspondian con otros patôgenos füngicos comunes (Desnos Ollivier et al., 
2008). Ademas, la actividad antagonista de D. hansenii frente a diferentes
contaminantes füngicos ha sido estudiada desde hace tiempo. La eficacia de 
distintas cepas de esta levadura como agentes de biocontrol frente a patôgenos 
incluidos en el género Pénicillium en diferentes frutas se ha destacado en varias 
ocasiones (Droby et al., 1989; Chalutz & Wilson, 1990; Domenech et al., 2010; 
Hernandez-Montiel et al., 2010). Recientemente, Liu & Tsao (2009) han descrito 
también la aplicaciôn de D. hansenii para el control de hongos contaminantes en 
productos làcteos.
Posteriormente, se llevaron a cabo distintos estudios para ver el efecto que 
podian tener la salinidad y la temperatura sobre la actividad antagonista del agente 
seleccionado, D. hansenii CYC 1244, frente a A. westerdijkiae. El aumento de la 
salinidad supuso una disminuciôn del crecimiento del hongo cuando la levadura 
estaba présente en el medio. D. hansenii se ha caracterizado como una levadura 
con actividad killer al ser capaz de sécrétar una toxina que afecta a distintos 
microorganismos sensibles que presenten los receptores adecuados en su pared 
celular (Marquina et al., 2001; Santos et al., 2002). La acciôn de esta toxina killer 
esta asociada a unas condiciones de salinidad, pH y temperatura muy determinadas 
que son las que se usaron en este estudio (Marquina et al., 2001). En principio, se 
podria pensar que la reducciôn en el crecimiento de A. westerdijkiae podna estar 
mediado por este mecanismo. Sin embargo, los estudios llevados a cabo con la 
toxina purificada, en los que el hongo no se ve afectado descartan la implicaciôn de 
las toxinas killer en la actividad antagonista de D. hansenii CYC 1244 frente a A. 
westerdijkiae. Distintos autores han comprobado como los efectos de las toxinas 
killer de levaduras sobre hongos filamentosos son muy diferentes de unos casos a 
otros. Por ejemplo. Walker et al. (1995) y Santos & Marquina (2004) vieron un 
efecto antagonista de varias levaduras de los géneros Pichia y Saccharomyces 
frente a distintos hongos patôgenos, mientras que Dabhole & Joisby (2005) 
determinaron que no existia un efecto antagonista por estas toxinas en la reducciôn 
del crecimiento de especies de Fusarium y Aspergillus, lo que coincide con los 
resultados encontrados en este trabajo. Por otro lado, D. hansenii es una levadura
osmotolerante (AggarwaI & Mondai, 2009), por lo que puede crecer con facilldad en 
condiciones de alta salinidad que no son demasiado adecuadas para el crecimiento 
del hongo de estudio. Por tanto, el mecanismo mas probable para esta reducciôn 
tan importante en el crecimiento debido a la presencia de la levadura sea la 
competencia ya que las condiciones para su crecimiento son mejores y puede 
proliferar rapidamente impidiendo el désarroi lo de A. westerdijkiae. La competencia 
por los nutrientes ya ha sido sehalada por muchos autores como el mecanismo mas 
probable en el biocontrol de hongos por levaduras (Spadaro & Gullino, 2004: Zhou 
et al., 2007).
La temperatura también supuso un efecto importante sobre la capacidad de D. 
hansenii para reducir el crecimiento de A. westerdijkiae. La reducciôn en el diametro 
de la colonia fue mucho mas drastica a 20 °C que a 28 °C, lo que de nuevo es una 
evidencia de que el posible mecanismo implicado en el biocontrol sea la 
competencia por los nutrientes. La temperatura ôptima de crecimiento de D. 
hansenii se situa ce rca de los 20 °C (AggarwaI & Mondai, 2009) por lo que en estas 
condiciones proliféra rapidamente impidiendo el desarrollo del hongo. Sin embargo, 
28 °C es una temperatura mucho més adecuada para el crecimiento de A. 
westerdijkiae (Abdel-Hadi & Magan, 2009) lo que le permite desarrollarse en 
mejores condiciones.
D. hansenii CYC 1244 no sôlo es capaz de contrôler el crecimiento del hongo en 
plaças de medio sintético, sino que también reduce su proliferaciôn en un sustrato 
natural como son las uvas. La presencia de D. hansenii supuso un menor 
crecimiento de A. westerdijkiae, medido como una menor detecciôn del hongo 
mediante el ensayo de PCR a tiempo real especifico disehado en esta tesis. La 
aplicaciôn de esta levadura sobre un sustrato natural ya fue descrita por Domenech 
et al. (2010) para el control de Pénicillium expansum en manzanas, donde se 
producfa una disminuciôn muy significativa de la lesiôn producida por el hongo 
cuando estaba présente la levadura. Los resultados obtenidos en esta tesis pueden 
dar idea de una posible aplicaciôn de D. hansenii CYC 1244 para el control de este 
hongo durante el almacenamiento de los productos alimentarios y asi impedir el 
crecimiento del mismo y, por tanto, la producciôn de OTA.
La actividad antagonista de D. hansenii CYC 1244 también supuso un 
destacable efecto en la reducciôn de la OTA en medio CYA cuando se co-cultivaba 
con A. westerdijkiae, llegàndose a reducir hasta niveles por debajo de los 
détectables por el método utilizado. Diversos autores han analizado los mecanismos 
que pueden estar implicados en la capacidad de reducir la OTA por parte de
distintos géneros de levaduras (Bejaoui et al., 2004; Molnar et al., 2004; Garcia- 
Moruno et al., 2005; Angioni et al., 2007; Péteri et al., 2007; Nunez et al., 2008). 
En este trabajo, se ha hecho un estudio en profundidad sobre los métodos que 
podnan estar implicados en esta importante reducciôn de la toxina en el medio por 
la presencia de D. hansenii CYC 1244.
Como ya se ha comentado, O'Callaghan et al. (2003, 2006) describieron 
algunos genes implicados en la ruta de sintesis de OTA en A. westerdijkiae. Segün 
los autores, la expresiôn de los genes pks y p450-B03 se correlacionaban con los 
niveles de OTA detectados en el medio por lo que se podian considerar buenos 
indicadores de la producciôn de toxina por parte del hongo. Las dos cepas de A. 
westerdijkiae analizadas redujeron la expresiôn de ambos genes implicados en la 
biosmtesis de OTA cuando eran co-cultivadas con D. hansenii CYC 1244. La 
respuesta fue diferente en cada aislamiento aunque se observô una reducciôn de al 
menos un 59% en la expresiôn del gen pks y de un 46% en p450-B03. Estos 
resultados nos indican claramente que la presencia de esta levadura supone una 
disminuciôn en la producciôn de OTA en A. westerdijkiae. Hua et at (1999) 
describieron una reducciôn en la sintesis de afiatoxinas en A. flavus en presencia de 
levaduras saprofitas debido al bloqueo de algûn paso de la ruta biosintética de la 
toxina. La interrupciôn de la smtesis de OTA de A. westerdijkiae por D. hansenii CYC 
1244 puede ser uno de los mecanismos implicados en la reducciôn de la 
concentraciôn en el medio observada aunque el bloqueo no séria total ya que el 
hongo puede seguir produciendo toxina. Habria que llevar a cabo mas estudios para 
dilucidar cuél es el punto donde esta afectada la sintesis y el mecanismo por la que 
se lleva a cabo.
En numerosas ocasiones se ha visto que los microorganismos son eficaces 
agentes descontaminantes de OTA debido a que son capaces de eliminarla por 
distintos mecanismos (Bata & Lasztity, 1999; Amézqueta et al., 2009, Kabak & 
Dobson, 2009). La posibilidad de que se estuviera produciendo adsorciôn y/o 
absorciôn de la OTA por parte de D. hansenii CYC 1244 fue estudiada en este 
trabajo. La adsorciôn a la pared celular es uno de los mecanismos mas importantes 
implicados en la destoxificaciôn de OTA por levaduras y en varias ocasiones se ha 
demostrado que Saccharomyces cerevisiae élimina la toxina de esta manera durante 
la fermentaciôn del mosto y el vino (Bejaoui et al., 2004; Garcia Moruno et al., 
2005; Candi et al., 2006; Cecchmi et al., 2006; Bizaj et al., 2009). El pH fue el 
factor mas importante en la eliminaciôn de OTA por las células de levaduras tanto 
vivas como muertas por calor. La adsorciôn supone una uniôn di recta entre la toxina 
y algûn componente de la pared celular por lo que cambios en el pH pueden
cambiar el estado de ionizaciôn de alguno de los intervinientes en la Interacdôn y, 
por tanto, impedir que puedan entra r en contacte {Chojnacka, 2010). En varias 
ocasiones se ha visto que un pH écido favorece la adsorciôn de la OTA a la pared 
celular de las levaduras (Bejaoui et al., 2004; Shetty & Jespersen, 2006). En este 
estudio se ha visto como con un pH=3 la OTA es eliminada rapidamente del extra cto 
y a los 5 min se ha reducido en mas de un 90%. Cuando el ensayo se llevô a cabo a 
pHs mas elevados (5 y 7) se observô una g ran variabilidad en los niveles de toxina 
del extra cto probablemente debido al cambio en el estado de ionizaciôn de las 
moléculas que producina inestabilidad en la uniôn entre la toxina y la pared celular. 
Todo esto induce a pensar que otro mecanismo implicado en la reducciôn de la OTA 
por D. hansenii CYC 1244 sea la adsorciôn de la toxina a su superficie celular. Hasta 
el momento, varios autores han comprobado que hay distintas fracciones de la 
pared de levaduras cerveceras que son capaces de unirse a esta micotoxina como 
los 6-glucanos (Ringot et al., 2005; Yiannikouris et al., 2006), las manoproteinas 
(Candi, 2006) o la quitina (Bonnet & Teissedre, 2007). En este caso, habra que 
llevar a cabo mas estudios para fraccionar y caracterizar los componentes de la 
pared de D. hansenii CYC 1244 y llevar a cabo ensayos para comprobar si son 
capaces de destoxificar la OTA.
Por otro lado, Meca et al. (2010) observaron que S. cerevisiae también era 
capaz de incorporer la OTA al interior celular llevando a cabo el fenômeno de 
absorciôn. En este ensayo, no encontramos diferencias entre los resultados 
utilizando células viables y muertas por calor lo que sugiere que no se esta 
produciendo absorciôn al interior celular. Ünicamente las células viables son capaces 
de internalizar la toxina debido a que es un proceso metabôlicamente activo que, 
por tanto, las células muertas no pueden realizar (Chojnacka, 2010). Ademas, la 
marcada reducciôn que se produce tras 5 min de incubaciôn sugiere que se esta 
produciendo adsorciôn y no absorciôn al interior celular ya que este ultimo es un 
fenômeno lento que hubiera requerido mucho mas tiempo (Chojnacka, 2010).
Varios autores han comprobado la capacidad de distintos géneros de levaduras 
para producir enzimas que degradan la OTA, bien del tipo de las carboxipeptidasas 
liberando OT-o (Molnar et al., 2004; Péteri et al., 2007) u otras enzimas cuya 
funciôn no se conoce hasta el momento (Angioni et al., 2007). En este trabajo, no 
se han encontrado evidencias de que D. hansenii CYC 1244 produzca enzimas que 
degraden la OTA ya que no hay diferencias entre las mezclas control y las de 
mezclas de los extractos de toxina y los metabolitos producidos por las levaduras. 
Ademas, en los cromatogramas no aparecen evidencias de la presencia de OT-o u
otras moléculas diferentes cuando A. westerdijkiae se cultiva junto con D. hansenii 
CYC 1244.
Los métodos biolôgicos tanto para el control de la proliferaciôn fùngica como 
para la destoxificaciôn de los productos contaminados estan considerados como 
buenas alternativas a los fungicidas y a los procesos quimicos para prévenir la 
presencia de OTA en los alimentos (Pal & Gardener, 2006; Amézqueta et al., 2009). 
La OTA es un compuesto muy estable que résisté los tratamientos habituales de 
procesado de alimentos. Actualmente, no existe n métodos de descontaminaciôn que 
no varien las propiedades organolépticas de los alimentos por lo que la prevenciôn 
es la estrategia mas importante para evitar que la toxina entre en la cadena 
alimentaria (Amézqueta et al., 2009). D. hansenii CYC 1244 podna ser un buen 
agente de biocontrol frente a A. westerdijkiae ya que no sôlo es capaz de reducir el 
crecimiento del hongo sino también afecta a su capacidad de producir OTA. 
Dimakopoulou et al. (2008) desarrollaron un método para dispersar en el campo 
levaduras con propiedades de biocontrol frente a A. carbonarius y com probaron que 
este tratamiento era tan eficiente como los fungicidas para controlar el crecimiento 
fungico. Este mismo mecanismo podna ser util para dispersar D. hansenii CYC 1244 
en un lugar donde estuvieran almacenados productos susceptibles a la 
contaminaciôn por A. westerdijkiae y comprobar si real mente es capaz de reducir su 
crecimiento y su producciôn de OTA in vivo.
Por otro lado, el agente de biocontrol seleccionado en este trabajo también 
podna ser utilizado para destoxificar la OTA en productos alimenticios porque es 
capaz de eliminar la toxina mediante su adsorciôn a su pared. Habna que llevar a 
cabo mas estudios para lograr la aplicaciôn tecnolôgica de este hallazgo que podna 
ser especialmente util para la descontaminaciôn de la toxina en bebidas utilizando, 
por ejemplo, una columna con pared es de D. hansenii CYC 1244 inmovilizadas por 
las que se pasana el producto y la OTA quedana retenida.
Por tanto, en este trabajo, se ha estudiado detalladamente a D. hansenii CYC 
1244 como agente de biocontrol frente a A. westerdijkiae. El efecto sobre el 
crecimiento parece ser debido a la competencia por los nutrientes, mientras que en 
la reducciôn en la concentraciôn de OTA parecen estar implicados dos mecanismos, 
la reducciôn en la producciôn por parte del hongo y la adsorciôn de la toxina a la 
pared de la levadura.

Conclusiones

1. Se han desarrollado ensayos especificos de PCR para la discriminaciôn de las 
principales especies productoras de OTA de Aspergillus secciôn Circumdati, A. 
westerdijkiae, A. ochraceus y A. steynii. Mediante la aplicaciôn de estas técnicas se 
han reclasificado numerosos aislamientos. Por tanto, estas herramientas senan muy 
utiles para realizar un diagnôstico preciso de estas especies y para la revisiôn de 
aislamientos en colecciones de cultivo.
2. Los ensayos especificos de PCR descritos se han aplicado con éxito para la 
detecciôn de A. ochraceus, A. steynii y A. westerdijkiae en muestras natural es como 
harinas de cebada y pimentôn donde mas de una de estas especies fue detectada.
3. Se ha disehado y optimizado un ensayo de PCR a tiempo real, rapido y 
especifico, para la detecciôn y cuantificaciôn de A. westerdijkiae y A. ochraceus en 
uvas y granos de café verde utilizando SYBR Green I como sistema de detecciôn. 
Este protocole es altamente sensible y se ha demostrado que es una buena 
herramienta para la detecciôn temprana de estas importantes especies productoras 
de OTA. Los niveles de contaminaciôn fùngica podnan utilizarse para predecir la 
presencia de OTA en sustratos susceptibles a la colonizaciôn por A. westerdijkiae y 
A. ochraceus.
4. El analisis de la capacidad de producir OTA de las principales especies de 
Aspergillus secciôn Circumdati ha demostrado que A. westerdijkiae y, 
particularmente, A. steynii deben ser consideradas como el mayor riesgo de 
contaminaciôn por OTA debido a su elevada capacidad de producciôn y al alto 
porcentaje de aislamientos productores. Sin embargo, el riesgo de contaminaciôn 
por OTA debido a A. ochraceus también debe de ser tenido en cuenta ya que 
algunas cepas son capaces de producir la toxina.
5. La composiciôn del sustrato de los medios basados en matrices alimentarias 
no afectô al crecimiento tanto en A. westerdijkiae como en A. steynii. A. 
westerdijkiae alcanzô un mayor crecimiento que A. steynii en todas las condiciones 
ensayadas. El crecimiento aumentô en ambos casos al incrementarse la a^ y la 
temperatura.
6. Todos los fa cto res ecofisiologicos analizados (temperatura, a„ y sustrato) 
afectaron de manera significativa a la producciôn de OTA en ambas especies aunque 
se encontre ron diferencias cuantitativas y cualitativas entre ellas. A. steynii fue 
capaz de producir OTA en un rango mas amplio de condiciones y siempre en mayor 
cantidad que A. westerdijkiae. Los niveles mas altos de concentraciôn de toxina se 
obtuvieron en los medios preparados a partir de pimentôn y de cebada, por lo que 
estas matrices debenan ser especialmente controladas para evitar su contaminaciôn 
por estos hongos.
7. La expresiôn de très genes posiblemente implicados en la ruta de smtesis de 
OTA {pks, p450-B03 y nrps) han sido caracterizados en A. westerdijkiae. Sus 
patrones de expresiôn se analizaron mediante RT-PCR a tiempo real en condiciones 
inductoras de producciôn de OTA en varias cepas de A. westerdijkiae y se encontrô 
una relaciôn significativa con los niveles de OTA extracelular medidos por HPLC.
8. Utilizando la técnica 5'-RACE, se ha obtenido la secuencia de un gen que 
codifica para una citocromo p450 monooxigenasa en A. steynii. Este gen podna 
estar implicado en la biosmtesis de OTA en este hongo. Sus niveles de expresiôn se 
analizaron por RT-PCR a tiempo real y se observô que se relacionaban 
significativamente con la smtesis de OTA.
9. Se ha seleccionado la cepa CYC 1244 de D. hansenii como un posible agente 
de biocontrol frente a A. westerdijkiae ya que es capaz de reducir el crecimiento del 
hongo en una g ran variedad de condiciones y su presencia disminuye la 
concentraciôn de OTA extracelular. Los mecanismos mas probablemente implicados 
en la reducciôn de la toxina son una disminuciôn en la expresiôn de genes de la ruta 
de biosmtesis de OTA en A. westerdijkiae y la adsorciôn de OTA a la pared celular de 
la levadura.
Conclusions

1. Three specific PCR assays were developed to discriminate among the main 
OTA-producing species of Aspergillus section Circumdati: A. ochraceus, A. 
westerdijkiae and A. steynii. Several isolates were reclassified with the application of 
these protocols; therefore, these tools can be very useful for accurate diagnosis and 
to revise culture collections.
2. The specific PCR protocols described were applied successfully to detect A. 
ochraceus, A. steynii and A. westerdijkiae in natural samples, such as paprika and 
barley flour where more than one species were detected.
3. A rapid and specific real time PCR protocol was developed and optimized to 
detect and quantify A. westerdijkiae and A. ochraceus in grapes and green coffee 
beans using SYBR Green I chemistry. This protocol was proven to be highly 
sensitive and provides a good tool for early detection of these important OTA- 
producing species. Fungal contamination levels could be related with OTA risk on 
substrates susceptible to be colonized by these species.
4. The analysis of OTA producing ability of the main species of Aspergillus 
section Circumdati showed that A. westerdijkiae and, particularly A. steynii, should 
be considered the major risk of OTA contamination due to their high production 
levels and their high percentage of producing strains. However, OTA risk due to A. 
ochraceus cannot be disregarded since some strains were also OTA producers.
5. The composition of the substrate in different matrix-based media did not 
show any effect on growth of both A. westerdijkiae and A. steynii. A. westerdijkiae 
achieved a higher growth than A. steynii in all conditions tested. In both cases, 
growth was increased with temperature and a^ values.
6. All ecophysiological factors analyzed (temperature, a^ and substrate) affected 
significantly OTA production by A. westerdijkiae and A. steynii, although there were 
quantitative and qualitative differences between them. A. steynii was able to 
produce OTA in a wider range of conditions and at higher levels than 
A. westerdijkiae. The highest OTA concentration was found in paprika and barley 
media; therefore, these matrices should be specially controlled to avoid 
contamination by these fungi.
7. The expression of three genes putative involved in the OTA biosynthetic 
pathway {pks, p450-B03 and nrps) were characterized in A. westerdijkiae. Their 
expression patterns were examined by real time RT-PCR in OTA-inducing conditions 
in several A. westerdijkiae strains and they were significantly correlated to the OTA 
extracellular levels analyzed by HPLC.
8. Using the 5' RACE technique, the sequence of a gene encoding a cytochrome 
p450 monooxygenase was obtained in A. steynii. This gene might be involved in 
OTA biosynthesis in this fungus. Its expression levels were analyzed by real time 
RT-PCR and significantly correlated to OTA synthesis.
9. The strain CYC 1244 of D. hansenii was selected as a potential biocontrol 
agent against A. westerdijkiae since it was able to reduce fungal growth in a variety 
of conditions and its presence decreased the extracellular concentration of OTA. The 
most likely mechanisms involved in toxin reduction were the effect on expression of 
biosynthetic genes in A. westerdijkiae and OTA adsorption to the yeast cell wall.
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